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Untersuchungen iiber den reaktionsverstirkenden 
EinfluB8 lipoider Lésungsmittel auf die Bildung von 
Additionsverbindungen 
zwischen Basen und Phenolderivaten. 

Von 
Heinr. Bergstermann. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1940.) 


R. Labes und Mitarbeiter! haben in einer Reihe von Arbeiten die 
GesetzmaBigkeiten untersucht, nach denen Phenolderivate und stick- 
stoffhaltige Basen in wiasseriger Lésung zu Additionsverbindungen 
zusammentreten. Da derartige Additionsverbindungen meist auBer- 
ordentlich schlecht wasserléslich sind, laBt sich der Eintritt der Re- 
aktion leicht durch Ausfillung des Reaktionsproduktes nachweisen 
und die Reaktionsintensitat nach der Kleinheit der Léslichkeitsprodukte 
vergleichen, die besonders bei wichtigen Alkaloiden2 oft auBerordentlich 
klein sind und bestimmten konstitutionschemischen Gesetzen gehorchen. 


Im Rahmen dieser Arbeiten weist Labes wiederholt darauf hin, da®B 
die pharmakologisch und physiologisch so wichtigen Phenol- und Stickstoff- 
derivate méglicherweise dadurch wirksam sind, daB sie auch im Kérper 
die Restvalenzen der N- und OH-Gruppen an geeigneten Molekiilgruppen 
physiologisch wichtiger Substrate absattigen und dadurch ihre pharmako- 
logische und physiologische Wirksamkeit entfalten. Es unterliegt keinem 
Zweifel, da®B die sauren Phenolgruppen allenthalben im Kérper das Be- 
streben haben, sich an geeignete Stickstoff- oder Carbonylgruppen an- 
milagern, wie sie im Eiweif oder in sonstigen kérpereigenen oder pharma- 
kologisch wirksamen Stoffen au®erordentlich haufig anzutreffen sind, 
wihrend die basischen, stickstoffhaltigen Gruppen sicherlich in enge Be- 
wiehungen zu sauren (phenolischen, enolischen usw.) Gruppen zu treten 
suchen. 


Die Léslichkeit der von Labes untersuchten Additionsverbindungen 


im Wasser ist, wie wir schon sagten, sehr gering. Das ist verstandlich, 
denn die die Wasserléslichkeit bedingenden N- bzw. OH-Gruppen 
treten bei der Bildung der Additionsverbindung miteinander in Be- 
ziehung, werden der Wechselwirkung mit dem Wasser entzogen, und 


1 Labes, Breitenstein u. Bergstermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 


174, 255, 1934; 175, 372, 1934; 190, 421, 1938; 191, 55, 1938. * Labes 
u. Lii, diese Zeitschr. 286, 232, 1936 und Labes u. Wedell, Naunyn- 
Schmiedebergs Arch. 182, 249, 1936. 
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die Reaktionsprodukte fallen aus. Einfiihrung hydrophober Su 
tuenten verstirkt die Reaktion, d.h. es kommt schon bei gering 
Konzentration der Reaktionspartner zu einer Fallungsreaktion. We: 
in die Reaktionspartner aber hydrophile (das sind in der Regel 

restvalenzreiche) Gruppen eingefiigt, die keine Méglichkeit fi, 


ihre Restvalenzen 


schwachung der Fallungsreaktion auf, d.h. eine Ausfallung tritt ers; 
bei héheren Konzentrationen der Reaktionspartner auf. Wie 

bei derartigen Substitutionen eine Veranderung der Léslichkeit dey 
teaktionsprodukte oder eine veranderte Reaktionsfahigkeit der Partie 
eine Rolle spielt, ist nicht immer leicht zu entscheiden und wird in « 
oben angefiihrten Arbeiten (1. c.) eingehender erértert. Nur selten ¢ 

die Konzentration des in Wasser gelésten Reaktionsprodukts Wert 
gegeniiber der Konzentration der Ausgangspartner eine Rolle spiel: 
Neben der geringen Léslichkeit der Additionsverbindung spielt hier!y 
auch die starke dissoziierende Kraft des Wassers eine Rolle, die das 
Gleichgewicht zwischen Reaktionspartner und Reaktionsprodukt 71 
gunsten der Reaktionspartner verschiebt. In wasseriger Loésung ist 
nimlich den OH- bzw. N-Gruppen zu sehr Gelegenheit gegeben, sic! 
mit den Dipolen des Wassers abzusattigen, das als Lésungsmitte! 
statistisch natiirlich ungeheuer im Vorteil ist. Man konnte vermute: 
daB in einem Lipoidlésungsmittel, in dem die Konkurrenzreaktion 
des Wassers um die N- und OH-Gruppen ausscheidet, wo infolge der 
niederen Dielektrizitaétskonstanten die Dipole besser zur Wirkung 
kommen und auBerdem die Léslichkeitsbedingungen fiir das Reaktions 
produkt giinstiger sind als im Wasser, gréBere Mengen der Additions 
verbindungen in geléster Form auftreten wiirden. Stimmte diese Ver- 
mutung, so muBte sich in einem zweiphasischen System aus Wasser 
und Lipoid das Auftreten einer Molekiilverbindung in einer scheinbare) 
Vergr6Berung der Teilungskoeffizienten Lipoid ‘Wasser der Reaktions 


partner auBern. 


Die Bedingungen fiir eine derartige Beeinflussung der Verteilungs 


verhaltnisse durch 


Milieu anzureichern 





untereinander abzusattigen, so tritt eine  \| 
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zweites Pharmakon schienen uns einer ein . 
gehenderen Untersuchung wert zu sein, besteht doch die Méglichkeit ei 
daB eine Reihe von Arzneimischungen derartige scheinbare Ver 
schiebungen des Teilungskoeffizienten der Einzelpharmaka herbeifiilren 
und dadurch besonders wirksam werden bzw. in ihrer Wirksamkei! me 
gehemmt werden. Weiter bietet sich dem Koérper durch Bildung cer 
artiger Additionsverbindungen die Méglichkeit, Stoffe in einem li poiden di 

in dem der Stoff selbst nur in geringerem Um- Se 
fang léslich ist, oder sie durch eine lipoide Membran zu transporticr Wi 
Auf Permeahilitdts- und Verteilungsverhdltnisse kénnte also die Bilduny 


derartiger Additionsverbindungen von gropem Einflup sein. 
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Reaktionsverstarkender EinfluS lipoider Lésungsmittel usw. 


In dieser Arbeit wird gezeigt, da das Reaktionsgleichgewicht 
vieler Additionsverbindungen in der lipoiden Phase gegeniiber dem 
Reaktionsgleichgewicht in wasserigen Phasen zugunsten der Additions- 
verbindung verschoben ist, daB also die Bildung von Additions- 


verbindungen oft von einem lipoiden Milieu begiinstigt wird. 


A. Versuche. 
I. Versuchsmethodik. 


In den folgenden Versuchen wurde durch Ausschiittelung aus 
wisserigem Milieu in eine Lipoidphase bestimmt, wieviel von zwei 
Stoffen, die miteinander eine Additionsverbindung eingehen, mehr 
bis zum Gleichgewicht in die Lipoidphase tibergeht, wenn man sie ge- 
meinschaftlich ausschiittelt, als wenn man unter gleichen Bedingungen 
das Verteilungsverhaltnis der Reaktionspartner einzeln priift. Aus 
technischen Griinden wahlten wir zu diesen Untersuchungen Anti- 
pyrin! und die drei Nitrophenole?. Als Lipoidphase nahmen wir zu 
nachst das Benzol. Die Nitrophenole sind leicht kolorimetrisch zu be- 
stimmen und die Antipyrinmenge kann nach Abdampfen des Benzols 
auf gravimetrischem Wege festgestellt werden, indem man die kolori- 
metrisch bestimmte Nitrophenolmenge vom Gesamtgewicht abzieht. 
Das Benzol schien uns als indifferentes Lésungsmittel aus verschiedenen 
Griinden besonders geeignet. 

Zur Erlauterung der Versuchsmethodik geben wir das folgende Beispiel : 

Gebraucht wurden 5 je etwa 30 ccm fassende Schiitteltrichter (Sch. -Tr.). 

Es kam 

Sch.-Tr. 1: 1 ecem m,20 Metanitrophenol * 
Sch.-Tr. 2: 5cem m;20 Metanitropheno! 
Sch.-Tr. m/10 Antipyrin 

Sch.-Tr. m/ 10 Antipyrin 

Sch.-Tr. 5: deem m/20 Metanitrophenol und 


7,5cem m/10 Antipyrin. 


In jeden NSch.-Tr. kamen noch 2cem Phosphatpuffer* und soviel 


Aqua dest., da das Gesamtvolumen in jedem Trichter 15 cem betrug. 
Dazu wurden 15 cem Benzol gegeben. Dann wurde im Schiittelapparat 
eine Stunde lang gleichmaBig durchgeschiittelt. 


' Nach Pfeiffer ist zwar die CO-Gruppe fiir die assoziativen Eigen 
schaften des Antipyrins verantwortlich zu machen, aber ebenso wie das 
Antipyrin verhielten sich auch eine Reihe von Pyridinderivaten. P. Pfeiffer, 
Org. Molekiilverbindungen. Stuttgart 1927. * Die Fallungsreaktionen 
dieser Verbindungen sind in der Arbeit Labes u. Bergstermann, Naunyn 
Schmiedebergs Arch. 187, 389, 1937, beschrieben. 3 Samtliche ver 
wandten Substanzen waren reinste Praparate von Merck oder Schering. 

* Der Phosphatpuffer [H*] 1- 1077 hatte folgende Zusammensetzung 
44.4g¢ Natrium pho-phoricum (Sérensen), 34,0 g¢ Kalium phosphoricum 
(Sdrensen) ad 1000.0 Aq. de-t. 
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In den Sch.-Tr. 1, 2 und 5 wurde mit Hilfe des Pulfrich-Photomyes¢; 
der Metanitrophenolgehalt in der wasserigen Phase bestimmt. [aly 
gingen wir in der Regel so vor, daB wir die Pufferkapazitat des Phosphat 
puffers durch geniigende NaOQH-Mengen erschépften und dann mit 1 2) 
NaOH verdiinnten, bis etwa der Farbgrad einer Vergleichsl6sung m 2000 
Metanitrophenol-Na erreicht war. Dann wurden beide Lésungen in 
Pulfrich-Photometer verglichen und aus den Extinktionsuntersc¢hiede; 
die Metanitrophenolkonzentration berechnet. Wir benutzten meist \¢ 
gleichsl6sungen, weil zur Messung der gelben Nitrophenolfarben  |lay 
Filter erforderlich sind. Diese ergeben bei Verwendung von Wasser al. 
Vergleichslésung Farbunterschiede, die die Einstellung auf Farbgleichheit 
erschweren. 

So fanden wir (vgl. Tabelle [) mit der kolorimetrischen Methode, dali vou, 
der urspriinglichen Gesamtmenge von 0,05 Millimol Metanitrophenol in Sch 
Tr. | nach Sehiitteln und Eintritt des Gleichgewichtes nur noch 0,015 Milli 
mol im Wasser zuriickgeblieben war. Der Rest, d.h. also 0,036 Millimo!, 
war in das Benzol iibergegangen. Um daraus den ‘Teilungskoeffiziente: 
zwischen Benzol und Wasser berechnen zu kénnen, miissen wir beriick 
sichtigen, daB das in Benzol iibergegangene Nitrophenol dort in undiss: 
zuierter Form vorliegt und nur mit dem ebenfalls undissoziierten Metanitro 
phenolanteil im Wasser im Gleichgewicht steht. Bei der [H*]| unsere, 
Puffers betragt der undissoziierte Anteil 0,014 Millimol. Somit = verhalt 
sich der undissoziierte Anteil von Nitrophenol in Benzol und Wasser wi 
0,036 /0,014 2.5. Der Teilungskoeffizient Benzol-Wasser hat also fii: 
Nitrophenol den Wert 2,5. Im Sch.-Tr. 2 war das Verhaltnis 0,175 Millimo! 
zu 0,069 Millimol. Der Teilungskoeffizient betrug also bei diesen vir 
héheren Konzentrationen ebenfalls 2,5. Ware ein merklicher Teil des 
Metanitrophenols in Form von Doppelmolekiilen in die Benzolphase jibe: 
gegangen, so hatten wir bei den héheren Ausgangskonzentrationen des 
Sch.-Tr. 2 einen etwas héheren Wert der Teilungskoeffizienten gefunden 
Die Konstanz des Teilungskoeffizienten besagt, daB wir in diesem Konzer 
trationsbereich mit dem vorwiegenden Ubertritt von Einfachmolekiilen 
in die Benzolphase rechnen kénnen. (Dies gilt auch fiir das Orthoniti 
phenol. Nur beim Paranitrophenol machte sich bei sehr viel héheren Kor 
zentrationen, als sie in unseren Versuchen zur Anwendung kamen, ei 
leichter Anstieg des Teilungskoeffizienten bemerkbar. In dem fiir unser 
Versuche in Frage kommenden Konzentrationsbereich konnten wir abet 
ebenfalls mit konstanten Teilungskoeffizienten rechnen. ) 

Aus Sch.-Tr. 3 bis 5 wurden 10 cem der Benzolphase in kleinen Schale 
abgedunstet und der Riickstand gravimetrisch bestimmt. Auf diese Wei-« 
erhielten wir in 3 und 4 den Gesamtgehalt der Benzolphase an Antipyru 
und konnten daraus den Teilungskoeffizienten des Antipyrins konstant 7 
0,36 berechnen. 

Im Versuch 5 dagegen erhielten wir durch Abdunsten des Benzol- 
den Gesamtgehalt der Benzolphase an Antipyrin und Metanitrophenol, 
zusammen 101,1 mg. Kolorimetrisch stellten wir fest, daB 0,24 Millimo 
oder 33,1 mg Metanitrophenol ins Benzol iibergegangen waren. Zieht ma: 
diesen Anteil von der Summe ab, so erhalt man in der Benzolphase 6S mez 
oder 0,36 Millimol Antipyrin. Wiirden wir die Existenz einer Addition: 
verbindung zwischen Metanitrophenol und Antipyrin nicht beriicksicht igen 
so waren ganz andere Verteilungsverhaltnisse zu erwarten. Der undiss0 
ziierten Menge von 0,013 Millimol Metanitrophenol in Wasser entsprechc! 
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die kolorimetrisch bestimmt wurde, miiBten nach dem Teilungskoeffi- 
zienten 2,5mal so viel, d.h. 0,033 Millimol Nitrophenol im Benzol zu er- 
warten sein. Wir fanden aber 0,24 Millimol, d.h. 0,21 Millimol mehr. Das 
gleiche gilt fiir das Antipyrin. In der wasserigen Phase wurden 0,39 Millimol 
Antipyrin gefunden. Multipliziert man diese Zahl mit dem Teilungs- 
koeffizienten 0,36, so erhalt man 0,141. Nach dem Teilungskoeffizienten 
waren damit im Benzol 0,141 Millimol Antipyrin zu erwarten. Die ge- 
fundene Menge ist aber um 0,22 Millimol gréBer. Es sind also sowohl vom 
Metanitrophenol als auch vom Antipyrin etwa 0,22 Millimol mehr in die 
Benzolphase tibergegangen, als ohne Existenz einer Additionsverbindung 
zu erwarten war. Wir miissen danach annehmen, daB die UberschuBmenge 
als Additionsverbindung in das Benzol iibergegangen ist. 


In der eben geschilderten Weise lassen sich die Gesamtmengen 
Antipyrin in der wasserigen und in der Benzolphase bestimmen. Die 
folygende Tabelle zeigt die gefundenen Werte des Versuchsbeispiels. 
Die eingeklammerten Werte geben die undissoziierten Anteile Metanitro- 
phenol wieder. Die Zahlen stellen die Durchschnittswerte aus mehreren 
Bestimmungen dar und beziehen sich, wie auch in den folgenden 
Tabellen, immer auf 15 ccm Wasser und 15 cem Benzol. 


Tabelle 1. Antipyrin-Metanitrophenol in Benzol. 


(Die Werte beziehen sich auf je 15 cem Benzol und Wasser.) 





Gesamtmenge Davon im isn ten 
in Wasser und Wasser Benzol 
Versuchsansatz Benzol 


mg  Millimol Millimol mg Millimol 


s 
TZ. 


leem m/20 Meta- 0,05 0,015 4,95 0,036 
nitrophenol (0,014) 

5eem m/20 Meta- 3: 0,25 3 0,072 || 24, 0,175 
nitrophenol : (0,069) 

leem m/10 Anti- ‘ 0,1 0.075 5 0,027 0,36 
pyrin 

7.5 cem m/10 Anti- : 0.55 3 2 0,37 
pyrin 

5eem m/20 Meta- : ¢ 0.014 = 33, 0,24 18,5 
nitrophenol f (0,013) 

7,5ceem Antipyrin 0,75 ‘ 0,39 68 0,36 0,93 


Aus der Beschreibung von Versuch 5 ersehen wir, dais von einem 
Phenol-Antipyringemisch viel mehr von beiden Partnern aus dem 
Wasser ins Benzol iibergeht als ohne Annahme einer Additionsverbindung 
einfach nach dem Teilungskoeffizienten zu erwarten ware. Die rech- 
nerische Auswertung ist aber zunaichst darum schwierig, weil wir die 
Konzentration der Additionsverbindung weder im Wasser noch im 
Benzol _kennen. 
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Uber die Konzentration der Additionsverbindung im Wasse1 
uns die fritheren Versuche iiber Léslichkeitsprodukte zwischen Phe 
und Basen einen gewissen AufschluB. Diese Léslichkeitsprodukte hale) 
nach Labes (1. c.) die Form 


| Dpny * (Gpn — npn: 4)}"P" + (Dy, (Gy — ny + A)\"* = kA = Lp. (1 

Dabei bedeuten Gp, und Gy die Konzentrationen des Phenols und «i 
N-Base, np), die Zahl der Phenolmolekiile und ny die Zahl der Basenmolei 
die zu einem Molekiil der Additionsverbindung zusammentreten. Mit /)p 
bzw. Dx, sind die Dissoziationsreste des betreffenden Phenols und 
N-Base bei der Pufferung der wasserigen Lésung bezeichnet. 7 stellt di. 
Sattigungskonzentration der Additionsverbindung in wasseriger [i 
sung dar. 

Aus der Arbeit von Labes und Bergstermann (l. ¢.) ergibt sich ent 
sprechend dem geraden Verlauf der logarithmischen Reaktionskurye 
da die Sattigungskonzentration der Additionsverbindung in wisserive1 
Losung bei den Nitrophenol-Antipyrinreaktionen verschwindend klei 
ist gegentiber den Konzentrationen beider Partner. Wir k6énnen also 
bei unserer Auswertung des Versuchs 5 die Konzentration der Additions 
verbindung in wasserigem Milieu neben den Konzentrationen der Partie: 
vernachlassigen 1, 

Wir kénnen also im Versuch 5 annehmen, da die 0,39 Millimol 
im Wasser zuriickgebliebenen Antipyrins als freies Antipyrin vorliegen 
weil man den Abzug der Additionsverbindung vernachlassigen kann 
Ebenso kénnen wir von den 0,014 Millimol im Wasser zurtickgebliebenen 
Metanitrophenols annehmen, daB sie sich praktisch als freies Metanitro 
phenol vorfinden und sich nach den Dissoziationsgesetzen auf 0,018 Milli 
mol undissoziiertes und 0,001 Millimol dissoziiertes Nitrophenol ver 
teilen. Setzen wir aber die freie Konzentration der Reaktionspartnet 
der Gesamtkonzentration gleich, so kénnen wir mit Hilfe des Teilungs 
koeffizienten berechnen, daB in der Benzolphase 0,033 Millimol freie- 
Nitrophenol und 0,141 Millimol freies Antipyrin im Verteilungsgleic! 
gewicht mit dem Wasser stehen. Die mehr gefundene Menge, die fiu 
beide Partner etwa 0,22 Millimol betragt, stellt die gebundene Form 
beider Partner als Additionsverbindung dar. 

Auf diese Weise kénnen wir bei Beriicksichtigung, da} diese gy: 
fundene Millimolzahl sich auf ein Volum von 15 ccm Benzol vertei!t 





1 DaB in wasserigem Milieu kein betrachtlicher Teil des Nit! 
phenols als Additionsverbindung gelést ist, ist auch nach den Farhyve' 
haltnissen wahrscheinlich, denn die Farbabnahme des Nitropheno!s 
diesen Fallungsreaktionen ist nur gerade so groB, wie sich aus de1 
gefallenen Menge der Nitrophenol-Antipyrinverbindung errechnen |i 
Bei niederen Konzentrationen der Partner, die nicht zur Ausfallung fil! 
und wie sie von uns benutzt worden sind, sieht man in rein wasse! 
Milieu keine Anderung der Nitrophenolfarbe nach Antipyrinzusatz. 
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sowohl die Konzentra- 
tion der freien Partner 
als auch die Konzen- 
tration der Additions- 
verbindungen berechnen 
und es bleibt als einzige 
Unbekannte die Kom- 
plexkonstante / der Ad- 
ditionsverbindung = im 
Benzol, die sich mit 
Hilfe des Massenwir- 
kungsgesetzes nach der 


Formel 


Gop 
™Ph-N k (2 
’Ph s VN 
Opn Gy 


ermitteln laBt. 


In dieser Formel 
bedeutet G pp» die Kon- 
Addi- 


tionsverbindung. Die 


zentration der 


iibrigen Bezeichnungen 
sind die gleichen wie 
in Formel (1). 


Wie aus Tabelle II 
noch deutlicher hervor- 
veht, treten bei niederen 
Nitrophenolvorlagen et- 
wa aquimolare Mengen 
beider Partner in Re- 
Unter der Vor- 
aussetzung, da sich 


aktion. 


hier vorwiegend 1: ] 

Komplexe bilden, kann 

man Np, und ry gleich | 

setzen und erhalt dann 

die vereinfachte Forme! 
Gpp~ 


k. (8) 
Gp, * Os 


Benzol/Wasser. 
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Metanitrophenol-Ant ipyrin 
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II. Versuche mit Meta, 
trophenol. 

Tabelle II gibt die 
Werte wieder, die bei ver. 
schiedenen Metanitropheno| 
und Antipyrinkonzentra. 
tionen erhalten wurden 

Bei den in den ersten 
zwei Querspalten gewahlten 
Konzentrationen geht un- 
gefahr die Aquimolare Menge 
von beiden  Partnern in 
komplexgebundener — Form 
in die Benzolphase _ iiber 
Fiir die Komplexkonstante 
dieser Additionsverbindung 
fanden wir Durchschnitts 
werte zwischen 620 und 70) 
In der dritten und _ vierten 
Querspalte jedoch, wo ein 
verhaltnismaBig gréBerer An- 


0,19 


teil Metanitrophenol — vor- 
liegt, geht ein betrachtlicher 
Teil mehr Metanitrophenol 
in komplexgebundener Form 


0,24 | 0,056 


in die Benzolphase tiber als 
vom Antipyrin. Es scheinen 
sich also bei héherem Me- 
tanitrophenolangebot neben 
der 1:1 Additionsverbin- 
dung auch Additionsverbin- 
dungen zu bilden, in denen 
ein Antipyrinmolekiil zwei 
Metanitrophenolmolekilen 
entspricht. 

Bei der Fallungsreakt ion 
in wasseriger Lésung wurden 
nur Reaktionsprodukte er- 
halten, die einen Teil Anti 
pyrin und zwei Teile Me- 


0 Paranitrophenol 


m/LO Antipyrin 


tanitrophenol enthielten 


m/20 Paranitrophenol 


m/20 Paranitrophenol 
m/10 Antipyrin 


m/10 Antipyrin 


m 


1 Labes u. Bergsteri 
Naunyn-Schmiedebergs A 
187, 389, 1937. 
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Bilden sich in gréBerem MaBe die Reaktionsprodukte 1: 1 und 2: 1 
wie im dritten und vierten Versuchsansatz, so ist eine genaue Be- 
rechnung der Komplexkonstanten nicht mehr méglich. Schatzungs- 
weise ergeben sich hier Werte um 600. 


III. Versuche mit Antipyrin und Paranitrophenol. 

Die Tabelle III gibt die mit Paranitrophenol und Antipyrin er- 
haltenen Werte wieder. 

Hier gehen von den beiden Partnern wiederum etwa gleiche Mengen 
in gebundener Form in die Benzolphase iiber. Die Komplexkonstante 
liegt etwa bei & 170. Auffallig ist, daB hier bei hohem Antipyrin- 
iiberschuB die Molaritaét fiir das gebundene Antipyrin bei allen Ver- 
suchen etwas hoher lag als fiir das gebundene Paranitrophenol. Méglicher- 
weise besitzt die Verbindung 1:1 noch Restvalenzen, die ein weiteres 
Antipyrinmolekiil anlagern kénnen. Von Kremann und O. Haas! 
ist eine derartige Verbindung nachgewiesen worden. 


IV. Versuche mit Antipyrin und Orthonitrophenol. 

Die Versuche mit Orthonitrophenol ergaben kein eindeutiges 
Xesultat, weil Orthonitrophenol so stark benzolléslich ist, dafs man beim 
Ausschiitteln nicht mehr die gleiche Menge Benzol zur wisserigen 
Phase zugeben kann, sondern nur noch | cem Benzol zu 15 cem Wasser. 
Anderenfalls geht praktisch die gesamte Menge Orthonitrophenol in die 
Benzolphase tiber. 

Bei 1 cem Benzol ist aber die Bestimmung des Antipyrins so un- 
genau, da verwertbare Resultate nicht erhalten werden konnten. 
Bemerkenswert ist jedoch, da hier zweifellos eine Umkehr der bei 
Meta- und Paranitrophenol aufgetretenen Verhiltnisse stattfindet, 
insofern, als bei Antipyrinzusatz die Verteilung des Orthonitrophenols 
sich zugunsten der wasserigen Phase verschiebt; z. B. wurde in einem 
Versuchsansatz, der aus 10 cem mol/100 Orthonitrophenol, 2 cem 
Phosphatpuffer [H*] = 1- 10-7, 3ccm Aq. dest. und 1 ecem_ Benzol 
bestand, im Wasser 1 mg = 0,072 Millimol Orthonitrophenol gefunden. 
Das entspricht einem Teilungskoeffizienten Benzol Wasser von 280. 
In dem Versuchsansatz 10 cem mol/2 Antipyrin, 1 cem Aq. dest. und 
leem Benzol wurden 1,4mg = 0,01 Millimol Orthonitrophenol im 
Wasser gefunden. Das entspricht einem Teilungskoeffizienten von 
190. Daim Versuchsansatz mit beiden Partnern die Farbe der wasserigen 
Phase schon vor dem NaOH-Zusatz, d.h. schon im gepufferten Zu- 
stand, intensiver war als im Versuchsansatz mit Orthonitrophenol 


1 Zit. in Pfeiffer, Organ. Molekiilverbindungen, 8.320. Stuttgart 1927. 
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allein, also im kombinierten Versuchsansatz auch der dissoziierte Ant, 

des Orthonitrophenols im Wasser gestiegen war, ist eine Deutung diese; 
Erscheinung schwierig. Die Bildung einer ungefarbten Additions 
verbindung im Wasser, wie sie bei Meta- und Paranitrophenol in de: 
Benzolphase auftritt, kann diese Beobachtung nicht erklaren. 


V. Versuche mit weiteren Lésungsmitteln. 


Es war anzunehmen, da auch das Lésungsmittel fiir die Bildung 
der Additionsverbindung von Bedeutung ist. Wasser z. B. pflegt di: 
Bildung organischer Additionsverbindungen, wenigstens soweit si: 
durch elektrostatisch wirksame Dipolkrafte bedingt sind, infolge seine: 
groben Dielektrizitatskonstanten weitgehend zu hemmen, wahren 
Benzol und andere lipoide Lésungsmittel Assoziationsbildung star! 
begiinstigen, wie ja von in Benzol gelésten organischen Sauren wi 
Phenolderivaten bekannt ist. 


Wir priiften deshalb bei einer Reihe weiterer Losungsmittel. 0! 
es auch in ihnen zu einer Anreicherung der Additionsverbindung komme: 
wiirde. Bei diesen Versuchen erwies sich Ligroin als Lésungsmitt 
ungeeignet, weil Antipyrin und auch die Additionsverbindung in Ligroi: 
fast unléslich sind. Bei Tetrachlorkohlenstoff, Olsaure und Chlorofory 
trat unter Zugabe von Antipyrin eine deutliche Beeinflussung cer 
Teilungsverhaltnisse zugunsten der Lipoidphase auf. Die Bedingungen 
fiir die Bildung von Additionsverbindungen sind also auBer im Benzo 


auch in einer Reihe anderer Lipoidlésungsmittel giinstiger als in 


Wasser. 


Die folgende Tabelle gibt zwei Versuchsreihen mit Chloroforn 
als lipoidem Lésungsmittel wieder. Das Antipyrinist so stark chloroform 
léslich, daB nur ein verschwindender Teil in der wasserigen Phas 
blieb. Dieser Teil war quantitativ nicht mehr zu fassen. Somit konnt: 
auch nicht der Teilungskoeffizient bestimmt und mit Hilfe des Teilungs 


koeffizienten die gebundene und ungebundene Menge Antipyrin in 


der Chloroformphase berechnet werden. Die freien und gebundene: 
Nitrophenolmengen ergaben sich in gleicher Weise wie in den vorige: 


Versuchen. 


Die Komplexkonstanten lassen sich unter der Voraussetzung bx 
stimmen, da aquimolare Mengen Antipyrin und Nitrophenol in der Addi 
tionsverbindung vorliegen, daB sich also in der Chloroformphase nu! 
1: 1 Komplexe gebildet haben. Unter dieser Voraussetzung sind die i) 
Tabelle IV aufgefundenen Werte fiir freies und gebundenes Antipyri: 
berechnet. Der Berechnung dieser Komplexkonstanten kommt wege! 
der Unméglichkeit, die freie Antipyrinmenge im Chloroform nach den 
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elle IV. Metanitrophenol- und Paranitrophenol-Antipyrin in 
Chloroform/ Wasser. 
ingskoeffizient Chloroform, Wasser fiir: Antipyrin sehr groi, fiir Meta- 


nitrophenol 3,2, fiir Paranitrophenol 2,1. 





Antipyrin Nitrophenol 


in Chloroform in Wasser in Chloroform 


1 in Wasser 


Versuchsansatz 

vie Versuchswerte 

sind in Millimol 
angegeben) 


rin in Wasser und 


Antipyrin 
Nitrophenol 


(Differenz zwischen 
Nitrophenol 


Anteil Nitrophenol 


mmplexkonstante 


Ant 


K« 


freies Nitrophenol 


ipyrin 


gebundenes Nitrophenol 


' 


Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
undissoziierter 
Gesamtmenge 


Gesamtme 


seem m 40 Meta- 
nitrophenol 

deem m/20 Anti- | 
pyrin 


0,25 0,25 0,18 0,075 0,13  0,012.0,012 0,110,038 0,075 170 


5eem m/40 Para- 
nitrophenol 

deem m/20 Anti-| 
pyrin 


0,25); 0,25 0.08 0,125 0,019 0,012 0,11 0,0250,08 280 


Verteilungssatz zu bestimmen, geringere Beweiskraft zu, als den im 
Benzol berechneten Konstanten. 


B. Auswertung der Versuchsergebnisse. 


Ein Vergleich der erhaltenen Versuchsergebnisse zeigt, da im 
Benzol als Loésungsmittel die Komplexkonstante der Additionsverbindung 
Metanitrophenol-Antipyrin gréBer ist als die der Verbindung Paranitro- 
phenol-Antipyrin. In den mit Chloroform als Lésungsmittel durchge- 
fiihrten Versuchen scheint umgekehrt das Paranitrophenol etwas wirk- 
samer zu sein als Metanitrophenol. In beiden Lésungsmitteln ergaben 
sich keine Anhaltspunkte fiir eine Verbindung Orthonitrophenol 
Antipyrin. 

In der Arbeit von Labes und Bergstermann (l. ¢.) hatte sich bei 
der Untersuchung der Fallungsreaktionen Paranitrophenol wirksamer 
als Metanitrophenol gezeigt. Das Orthonitrophenol war auch hier 
unwirksam. Uberhaupt scheint dem Orthonitrophenol nur in geringem 
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Mabe die Fahigkeit innezuwohnen, Additionsverbindungen zu_bildey 
In dem Buche von Pfeiffer! haben wir keine Angaben iiber Additions. 
verbindungen mit Orthonitrophenol gefunden. 

Bei der Untersuchung der Léslichkeitsprodukte derartiger Additions 
verbindungen hatten Labes und Mitarbeiter (l.c.) bemerkenswert, 
chemische GesetzmaBigkeiten tiber die. Rolle verschiedener restvalenz 
reicher bzw. -armer Substituenten ermittelt und gefunden, dab diese 
Additionsreaktionen bei pharmakologisch wichtigen Basen und Alkaloide 
schon in Verdiinnungen eintreten, bei denen sie im Tierkérper pharma. 
kologische Wirkungen ausiiben. Da im Tierk6érper eine Anzahl physio 
logisch wichtiger Substrate, z. B. Co-Fermente der Gewebsatmuny 
vorliegen, die solche fiir derartige Additionsverbindungen geeignet 
phenolische, enolische und thiolische Gruppen aufweisen, hatte Lal 
die Vermutung ausgesprochen, daB alkaloidihnliche Basen eventue'! 
Co-Fermente beschlagnahmen kénnten. Dadurch k6énnten dere: 
Funktionen im Sinne eines partiellen Erstickungseffekts gehemmt 
werden, so daB unter Umstanden eine solche mit einer gewissen Er 
stickung verkniipfte Anhaufung anaerober Stoffwechselprodukte bei 
“der pharmakologischen Erregungswirkung derartiger Basen _beteiliyt 
sein kénnte. Im Sinne dieser Hypothese versuchten Labes, Séhriny 
Bergstermann u.a, diesen hypothetischen Erstickungseffekt krampf- 
erregender Basen durch Blauséiurespuren zu steigern®. Tatsichlic! 
gelang es, durch unterschwellige Blausiuredosen unterschwellige Dosen 
von Strychnin, Cardiazol usw. voll krampfwirksam zu machen. Dies 
kénnte fiir die biologische Bedeutung derartiger Additionsverbindunyge) 


im Tierkérper sprechen, wenn auch diese Tierversuche noch ander 


Deutungen zulassen. 

Die vorliegenden Versuche haben nun gezeigt, da Additions 
verbindungen zwischen Phenolen und Basen sich im lipoiden Miliew 
bei noch viel geringeren Verdiinnungen bilden kénnen, als dies bei 
den schon recht niederen Verdiinnungen der Fallungsreaktionen der 
Fall ist. Da der Organismus ebenfalls ein heterogenes System aus 
wasserigen und lipoiden Phasen darstellt, gewinnt die in den obigen 
Versuchen beobachtete Verstarkung einiger Additionsreaktionen im 
lipoiden Milieu erhebliches physiologisches Interesse. 

Weitere Versuche haben gezeigt, daB diese Verstarkung der Adii- 
tionsreaktion in lipoiden Phasen nicht auf Antipyrin-Nitropheno!. 
reaktionen beschrankt ist, sondern auch fiir andere Basen (z. B. Pyridin 
derivate) und andere Phenolderivate gilt. 


' Zit. in Pfeiffer, Organ Molekiilverbindungen, S. 320. Stuttgart 1927 
— *® Labes usw., Naunyn-Schmiedebergs Arch. 185, 125, 379, 512, 1937: 
191, 46, 1938. 





bei 
eiligt 
ring 
mM pi- 
hich 
Josen 
Dies 
invel 


dere 


Reaktionsverstarkender EinfluB lipoider Losungsmittel usw. 235 


Neben der allgemeinen Verstarkungswirkung im lipoiden Milieu 
beobachtet man aber auch gewisse Verschiebungen in der Reihenfolge 
der Wirksamkeit je nach der Art der lipoiden Phase, wie wir das beim 
Vergleich der Komplexkonstanten von Meta- und Paranitrophenol 
in verschiedenen Lésungsmitteln gesehen haben. Daraus geht hervor, 
dab es nicht nur auf die Additionsfahigkeit der restvalenzreichen phenoli- 
schen Hydroxyle und der basischen Gruppen allein ankommt, sondern 
daB die Reaktionsfahigkeit von der Wechselwirkung der aktiven Gruppen 
mit dem jeweiligen Lésungsmittel stark beeinfluBt werden kann. 

Auch fiir die Fragen der Verteilung derartiger Pharmaka im Tier- 
kérper kénnen obige Beobachtungen von biologischer Bedeutung sein. 
So kann die hohe Lipoidléslichkeit solcher Additionsverbindungen 
eine viel stdrkere Anreicherung der betretfenden Pharmaka im lipoiden 
Milieu hervorrufen als sie dem Teilungskoeffizienten der freien Pharmaka 
entspricht. Weiter kénnen die Pharmaka dank der Bildung solcher 
Additionsverbindungen unter Umstanden viel besser und schneller 
durch lipoide Membranen permeieren als es ihrer Lipoidléslichkeit 
im ungebundenen Zustand entsprechend zu erwarten ware. 

Ferner hat sich gezeigt, da derartige Additionsverbindungen 
zwischen Phenolen und Basen sich nicht nur im Inneren einer Lipoid- 
phase, sondern auch an Grenzflachen zwischen hydrophilen und hydro- 
phoben Phasen anreichern kénnen, d.h. sie kénnen die Ursache von 
Grenzflachenspannungsanderungen sein und somit im Organismus die 
Grenzflachenfunktionen beeinflussen. Da gerade die Grenzflichen 
im Organismus Sitz zahlreicher wichtiger physiologischer Vorginge 
sind, ist auch diese Eigenschaft derartiger Additionsverbindungen 
biologisch bemerkenswert. Wir haben uns in dieser Richtung zunachst 
nur auf Messung der Oberflichenspannungserniedrigung wasseriger 
Losungen beschrankt und festgestellt, daB einige solcher zu Additions- 
verbindungen neigender Phenole und Basen im Gemisch zu viel stdrkerer 
Oherflichenspannungserniedrigung fiihren, sich also viel starker in der 
Oherflache anreichern als sie es allein tun. Setzt man die Oberflachen- 
®. Kollidin- 


spannung des Wassers gleich 1, so ergeben z. B. eine !/1¢ 


losung und eine !/, °,, Parachlorphenollésung je eine relative Oberflachen- 


spannung von o = 0,94. Mischt man beide Lésungen, so fallt die 
relative Oberflichenspannung aufo — 0,81). Es tritt also keine additive, 
sondern eine potenzierende Beeinflussung der Oberflachenspannungs- 
erniedrigung ein, die nur so zu erklaren ist, daB sich die Additions- 
verbindung besonders stark in der Oberfliche des Wassers anreichert. 
Bei diesen Untersuchungen handelt es sich allerdings nur um eine 

' Diese Beeinflussung der Oberflichenspannung wird von uns ein- 
zehend untersucht. 
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Grenzfliche gegen das Vakuum, wahrend im Organismus Grenzflicly 
hvdrophiler und hydrophober Phasen gegeneinander vorliegen. Hj.) 
kann die Grenzflaichenaktivitat unter Umstanden dadurch gréer so 
daB sich in der betreffenden Grenzflache selbst restvalenzreiche Gruppe: 
vorfinden, die mit einem geeigneten Partner in Beziehung zu trete, 
suchen. 

Wir wiesen schon in einer friiheren Arbeit! darauf hin, welch |, 
deutsame Rolle bei derartigen Additionsreaktionen das Wasserstof} 
atom spielt, das haufig dort, wo es im Molekiilverband positive Diy. 
bildet, infolge der Kleinheit seines Atomradius gréBere Haftkrift 
aiuBert als andere Atomgruppen mit gleich groBem Dipol. Dab du 
Bildung einer Additionsverbindung, an deren Zustandekommen 
Restvalenzen des H-Atoms maBgeblich beteiligt sind, die Bindu 
des H-Atoms zum urspriinglichen Molekiilverband gelockert werde: 





kann, liegt nahe. Es ware interessant zu wissen, wieweit derartiy 
Additionsverbindungen bei Dehydrierungsvorgangen eine Rolle spiele: 
zumal sich bei den meisten bekannten Atmungs-Co-Fermenten 
H-Verschiebung in unmittelbarer Nahe von OH- und N-Grupy 
abspielt. Dabei kénnte z. B. von besonderer Bedeutung sein, da 
die Bildung derartiger Komplexe im lipoiden Milieu begiinstigt ist 
wahrend sie bei ihrem Ubergang in ein wasseriges Milieu sofort wiede: 
in Kinzelpartner zerfallen. 


Zusammenfassung. 


Die Additionstendenz zwischen phenolischen und basischen Gruppe 
fiihrt nach Labes bereits in wasserigem Milieu zu so kleinen vom chemi: 
konstitutiven Bau abhangigen Léslichkeitsprodukten, daB die Bildung 
derartiger Additionsverbindungen zwischen alkaloidaihnlichen Bas 


und phenolahnlichen Gruppierungen wahrscheinlich auch bei « 
‘Alkaloidverdiinnungen im Tierkérper biologisch von Bedeutung ist 
Es wird in dieser Arbeit gezeigt, daB in lipoiden Phasen die Bildung 


von organischen Additionsverbindungen dieser Art in der Regel no: 
wesentlich starker begiinstigt ist als im wasserigen Milieu. Das (/; 
gewicht zwischen Reaktionsprodukt und Reaktionspartnern ist in li pow 
Phasen gegeniiber wiisserigen in der Regel ganz erheblich zugunste) 
Additionsverbindung verschoben. Das fiihrt zu einer scheinbaren \e1 
anderung des Teilungskoeffizienten Lipoid Wasser der Reaktions 
partner, da sich das Reaktionsprodukt stark in der lipoiden P| 
anreichert. 

Durch Messung der Gleichgewichte zwischen Wasser und Be: 
wurden die Komplexkonstanten der Additionsverbindungen Antipy'! 


1 Bergstermann, Nécker u. Krauskopf, Naunyn-Schmiedebergs A 
191, 55, 1938. 
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Metanitrophenol und Antipyrin-Paranitrophenol im Benzol grében- 
ordnungsmaBig berechnet. Sie betragen fiir Antipyrin-Metanitro- 
phenol etwa 650 und fiir Antipyrin-Paranitrophenol etwa 170. Die 
Komplexkonstante zweier Stoffe andert sich mit dem Lésungsmittel. Fiir 
die oben genannten Stoffe ist die Komplexkonstante im Wasser so 
klein, daB sie von uns experimentell nicht bestimmt werden konnte. 
Diese Verstarkung der Additionsreaktion zwischen Phenolen und Basen 
in lipoiden Phasen gilt nach unseren Versuchen aber nicht nur fiir 
Nitrophenol und Antipyrin, sondern auch fiir die Additionsreaktion 
biologisch wichtiger Phenole und Basen. Sie wurde nur aus technischen 
(Griinden gerade an den Nitrophenolen zahlenmabig genauer untersucht. 

Es wird darauf hingewiesen, da® die Anderung der Teilungs- 
verhaltnisse fiir Arzneimischungen, die Additionsverbindungen mit- 
einander eingehen kénnen, von Bedeutung sein kann. Weiterhin kénnen 
durch Bildung von Additionsverbindungen Stoffe in bestimmten Organ 


teilen angereichert werden oder schlecht lipoidlésliche Kérper durch 


Bildung besser lipoidléslicher Additionsverbindungen leichter durch 
lipoide Membranen in die Zelle eindringen. Manche uns heute nur schwer 
verstandliche Erscheinung bei der Permeabilitat von Stoffen durch 
tierische und pflanzliche Zellen oder deren Membranen kénnte vielleicht 
durch Bildung geeigneter Additionsverbindungen und deren begiinstigte 
Bildung im geeigneten Reaktionsmilieu ihre Erklarung finden. 














Uber die Entstehung. die biologische 
und physikalisch-chemische Charakterisierung yon 
Réntgen- und y-Strahlen induzierten ..Mutationen: 
des Tabakmosaikvirusproteins. 
Von 
E. Plankuch, G. A. Kausehe und H., Stubbe. 
(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft und den 
Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 31, Januar 1910.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung und Problem. 


) 


In drei Mitteilungen haben wir [Kausche und Stubbe (1) (2) (3 
berichten kénnen, daB es gelungen sei, durch Bestrahlung mit hohe: 
t6ntgendosen und mit y-Strahlen eines Mesothoriumpraparates bein 
Protein des Tabakmosaikvirus Effekte auszulésen, die sich in einer 
Verainderung des Symptombildes des gew6hnlichen Tabakmosaiks aus 
wirkten. Wir haben dabei schon angedeutet, daB wir mit der Ermittlung 
der physikalisch-chemischen Eigenschaften des anscheinend durch di 
Bestrahlung veradnderten normalen Virusproteins beschaftigt  seie1 
Da diese Arbeiten jetzt zu einem gewissen AbschluB gebracht sin 


soll im folgenden iiber die bisherigen Ergebnisse berichtet werde: 


Das Arbeitsvorhaben entsprang folgenden Gedankengangen. Wen! 
das Symptombild auf der viruskranken Pflanze primar oder als Ergebnis 
einer Reaktionskette sekundir das manifest gewordene Merkma! der 
‘Wirkung eines in einen Organismus eingefiihrten ,,Wirkkérpers” war 
dann muBten die merkmalbildenden Eigenschaften dieses Koérpers «i 
durch zu beeinflussen sein, daB man entweder die Wirkungsbedingungen 
fiir das Virusprotein anderte oder Eingriffe am Protein selber vornalim 

Bei den Viruskrankheiten ist seit langem bekannt, da®B die Variatior 
der Umweltbedingungen zu gewissen Variationen in der Auspragung de- 
Befallsmusters und des Virus fithren kann [ Kéhler (4), Salaman (5), Jol 
son (6), Me Kinney (7), Bawden (8), Norval (9)| in dem Sinne, dal die Viret 
in gewissem Umfang konstant in bezug auf thre neuen Eigenschaften bleibe: 
kénnen. Von der sogenannten Cs-Gruppe der Kartoffel-X-Viren weil) mai 
z. B. [Kéhler (4)], daB die Angehérigen dieses Stammes dauernd sponta! 
mehr oder weniger bestaéndige Varianten abspalten. Dasselbe ist) bein 
Tabakmosaikvirus beobachtet worden, wo iiber 50 [Jensen (10)) s 
.spontan’® oder durch Variation der Umweltbedingungen entstan 


strains’ bekannt geworden sind. 
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Den Genetiker beschaftigt in Analogie zu den eigenschafts- 
hewirkenden Genen an diesen Vorgaingen die Frage, ob es sich dabei 
um primare Veranderungen am Molekiilkomplex des Wirkkérpers im 
Sinne der Mutationsforschung handelt, den Chemiker, ob solcherart 
eingetretene Veradnderungen physikalisch-chemisch nachweisbar sind, 
und den Biologen, ob sich etwa derart feststellbare Verainderungen 
mit den phanotypischen Variationen kausal verkniipfen lassen, Experi- 
mentell ergab sich aus dieser Fragestellung die Konsequenz, zu unter- 
suchen, ob das nach Stanley (11) (12) rein darstellbare Nucleoprotein 
des Tabakmosaikvirus durch eine der in der Mutationsforschung ge- 
briuchlichen Methoden zu verandern sei. Konnte_ kiinstlich eine 
{nderung am Molekiil erzwungen werden, dann war diese auf ihre 
physikalisch-chemischen Eigenschaften und ihre méglichen  Aus- 
wirkungen zu untersuchen. 


Wir haben zur Priifung dieser Frage die Bestrahlung des Virus- 
proteins mit Réntgen- und y-Strahlen gewahlt, weil hierbei die Ver- 
hiltnisse nach den Erfahrungen der Genetik einfach zu iibersehen sind 
und weil die in die Molekiile einzubringenden hohen Energien mit der 
Bestrahlungsmethode am sichersten zu applizieren waren. 


B. Material und Methoden. 


Die Bestrahlungen wurden zunichst am Tabakmosaikvirusprotein 
vorgenommen, dessen Reindarstellung wir {Pfankuch und Kausche (13)) 
bereits beschrieben haben. Die Viruspriparate stammten aus Tabak- 
pflanzen von Nicotiana tabacum Samsun Bashi Bagli reiner Linie. Die 
Svymptombildung war sowohl bei der Verimpfung von RohpreBsaft als auch 
von hochgereinigten Viruspraparaten in Wasser oder m/15, m 30, m_ 75 
Phosphatpuffer von py 7,0 stets véllig einheitlich und gleichmabBig. Die 
in 2 Jahren hin und wieder zu beobachtenden Abweichungen bestanden in 
geringfiigigen Schwankungen der Inkubationszeit, der Intensitat der Symp- 
tombildung, wie sie seit langem beim Tabakmosaikvirus [Jensen (14)) als 
jahreszeitlich, temperatur- und lichtbedingt bekannt sind. Ebensowenig 
wurden an diesem Pflanzen- und Virusmaterial jemals dann Abweichungen 
von der Norm festgestellt, wenn das Virus nicht von Samsun auf Samsun, 
sondern iiber Passagen wie Solanum lycopersicum, Sol. tuberosum, Datura 
stramonium oder mit Einzelherden reagierenden Tabakspezies, wie Nic. 
Langsdorfit baw. Nic, glutinosa wieder auf Samsuntabak verimpft wurde. 
Zur Verwendung kam also ein in seinen Eigenschaften genau bekannte! 
und stabiler Stamm des gew6hnlichen Tabakmosaikvirus. 


Das aus solchen Pflanzen gewonnene Virusprotein wurde 1]. in 
wasseriger Lésung, 2. in Phosphatpuffer von py 4,0 bis 7.0, 3. als ge- 
trocknete feste Substanz und 4. als Virus,,lésung im natiirlichen Milieu”, 
d.h. im lebenden Blatt selbst mit Réntgen- und y-Strahlen bestrahlt. 
Die Bestrahlung mit Réntgenstrahlen erfolgte mit einem Vollschutz- 
Apparat Typ Makro 200 der Fa. C. H. F. Miiller A. G., die mit y-Strahlen 
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aus einem 10 mg Mesothoriumpraparat !. Die bestrahlten Viruslésuiye, 
wurden dann mit reinem Wasser bzw. Phosphatpuffer von px 6,5 sowei: 
verdiinnt, daB bei der Verimpfung auf Datura stramonium baw. \j 
Langsdor fii oder glutinosa geniigend einzeln liegende Einzelherde en 
standen, die sich durch Ausstechen einzeln gewinnen lieBen (Abb. | 
Diese Einzelherde wurden jeder fiir sich in einem Glasréhrchen fiir |? 
bis 18 Stunden in m 15 Phosphatpuffer von pu 6,5 extrahiert und dan 
der Inhalt jedes Réhrchens fiir sich auf eine oder mehrere total rea 
gierende Samsunpflanzen verimpfi 

Dieser Versuchsanordnung lag ce 

Gedanke zugrunde, zunachst in de) 

eng begrenzten Einzelherden ay 

Datura oder Nic. glutinosa das 

Virus zu sammeln, aber sich nich 

wesentlich vermehren zu lassen, un 

dann von jedem isolierten Einze 

herd aus weitgehend zu_ verteile 

um moglichst viele  Ejinzelherd 

komplexe  getrennt —voneinander 

zur Vermehrung und Wirkung 71 

bringen. Denn, wenn iiberhaupt, wai 

ja nicht zu erwarten, dab samtlich 

oder der iiberwiegende Teil der de: 

Bestrahlung ausgesetzten Virus. 

site." Seaaminta as aici: molekiile ,,mutieren’* wiirden, sor 
Virus auf Nic. glutinosa. dern nur ein ganz geringer Prozent 

satz. Dieser wiirde aber imme: 

wieder von ,,normal gebliebenen* Virusteilchen entweder wegen ihre 
viel gréBeren Anzahl oder wegen der zu erwartenden herabgesetzte 
Vermehrungsgeschwindigkeit der eventuell veranderten Molekiile i: 
seiner Auswirkung iiberwuchert werden und damit nicht zu erfassen sei! 
Das Ergebnis dieser zuerst wohl in Amerika angewandten Method 

war insofern befriedigend, als es gelang, den Inhalt der bestrahilte: 
Virussuspensionen soweit zu isolieren, da®B die Einzelkomplexe gut zu! 
Wirkung kamen. Von einer vdélligen Ausnutzung des anfallende: 
Materials, das bei einiger Ausdehnung weit iiber 10000 Einzelherd 
umfassen kann, kann allerdings nicht die Rede sein, weil selbst in mini 
malen Infektionsdosen bei einem Endtiter von 10~!2 noch einige Tausen( 
aktiver Virusmolekiile vorhanden sein kénnen. So muBte die wiinschens 


, 


werte quantitative Ausarbeitung der Versuche tiber die Hohe 


1 Der Auer-Gesellschaft Berlin sind wir fiir die leihweise Uberlassun: 
des Mesothoriumpraparats zu Dank verpflichtet. 
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_Mutations‘rate und ihre Dosisabhangigkeit aus auBeren Griinden 
noch zuriickgestellt werden. 

Von den in ihrem Symptombild abweichenden Pflanzen wurden 
teils einfache Weiterverimpfungen der Rohprebsafte wieder iiber Einzel- 


herdpassagen oder direkte Cbertragungen von Samsun auf Samsun- 


tabak vorgenommen, um die Konstanz bzw. Riickschlage zu beob- 
achten. Alle so entstehenden Einzelserien wurden vermehrt und 
daraus hochgereinigte Viruspraparate hergestellt, auf ihre phvsikalisch- 
chemischen Eigenschaften untersucht und in jedem Falle wieder durch 
Verimpfung auf Konstanz gepriift. In einzelnen Fallen haben wir 
Bestrahlungen am schon ,,mutierten’’ Virus vorgenommen. 

Wie wir ebenfalls schon berichtet haben, war das Verfahren zunichst 
insofern ergebnislos, als ..Mutationen*’: bei der Verwendung von hoch- 
gereinigten wasserigen Viruslésungen oder des Proteins in trockener 
Substanz nicht eindeutig nachgewiesen werden konnten. Wir sind 
dann dazu iibergegangen, intakte Tabakblatter, die normales Tabak- 
mosaikvirus enthielten, zu bestrahlen. Der aus solchen Blattern ge- 
wonnene Prefsaft wurde nach dem obigen Schema iiber Nic. Langs- 
dor fii oder glutinosa mit dem Einzelherdverfahren aut Nic. tabac. Samsun 
isoliert. Dabei traten dann in verschiedenen Versuchsserien, sowohl 
bei Réntgen- wie bei y-Bestrahlung Varianten auf, deren biologische 
und physikalisch-chemische Charakterisierung Gegenstand dieser Dar- 
stellung sein soll. In den nach dem gleichen Schema angelegten Kontroll- 
relhen wurden Varianten der gleichen oder ahnlichen Pragung nie 
beobachtet, sie produzierten stets das normale Tabakmosaikvirus. 

Zur physikalisch-chemischen Kennzeichnung haben wir sehr sorg- 
faltig hochgereinigte Viruspraiparate hergestellt, sie in Parallele mit 
Normalkontrollen der vergleichenden nephelometrischen, viscosimetri- 
schen Messung unterworfen, ihre Wanderungsgeschwindigkeit im 
Elektrophoreseversuch nach J'iselius ermittelt und schlieBlich Sedimen- 
tationskonstanten berechnet. Dazu haben wir ergainzend vergleichende 
Phosphorbestimmungen fiir das TM-Normal und einige Varianten vor- 
genommen. 

Die polarisationsoptischen Untersuchungen der quantitativen 
Messung der Str6mungsdoppelbrechung[ Kausche, Wissler, Guggisherg (15)| 
missen aus AuBeren Griinden an anderer Stelle Beriicksichtigung finden. 


(. Die Versuche. 
a) Die Entstehung der Virus-,,Mutationen’: und ihre biologisch 
Charakterisierung. 
Da, wie oben schon angedeutet, die Versuche mit gereinigtem Virus- 
protem im wesentlichen unbefriedigend verliefen, kommen im folgenden 
nur die Untersuchungen mit PreBsaften bestrahlter Blatter zur Darstellung. 
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TM (Tabakmosaikvirus)-Virus  enthaltende Blatter von Sam 
tabak wurden mit 12 bis 14000 r (115 kV, 10mAmp.; 1 mm Al-Filter) ode: 
mehrere Tage hindurch mit dem Mesothorpraparat bestrahlt. Der daraus 
gewonnene PreBsaft wurde 1: 100, 1: 1000 und 1: 10000 mit reinem Wasse: 
oder Puffer verdiinnt und diese Verdiinnungen auf Pflanzen von Ni; 
Langsdorfit verimpft. Die bei 1: 10000 gut einzeln liegenden Herde wurden 
nach dem beschriebenen Schema isoliert und der Extrakt auf je eine ode: 
mehrere Samsunpflanzen verimpft. 

Von 139 Verimpfungen zeigten 91 Pflanzen Symptome, davon 
fiel eine Pflanze durch ihre sicher veranderten Symptome auf. Das aus 
dieser Pflanze isolierte Virus wurde zunachst in Parallelreihen verimpft. 
Im ganzen wurden bisher 7 ,,Generationen‘ als konstant und eindeutig 
verindert gegen die mit normalem TM-Virus beimpften Pflanzen 
beobachtet. Dieses Material umfaBte etwa 1000 Pflanzen. Neben der 
direkten Vermehrung sind auch alle Passagen tiber Nic. glutinosa oder 


Dat. stramonium konstant geblieben. Die chemische Reinigung nach 
dem bekannten Verfahren | Pfankuch und Kausche (16)| blieb ebenfalls 
ohne EinfluB. Es kann somit als sicher angesehen werden, dai} unter 
dem EinfluB der Bestrahlung mit 12000 r eine Verainderung am Molekiil 
des normalen TM-Virus eingetreten war, die sich phanotypisch als 
Anderung des Symptombildes manifestierte. In gleicher Weise ent- 


standen in Parallelversuchen und spater angelegten Serien nach Be- 
strahlung mit 12 bis 14000r noch zwei andere Varianten (Protokolle 
TM 46 und TM 35), die dieselben Eigenschaften zeigten wie die oben 
besprochene TM 44. AuBerdem fanden wir in TM 50 und TM 58 zwei 
unter sich gleiche Formen, die einerseits von der Norm abwichen, 
andererseits aber auch von TM 44 bis 46 und 35 zu unterscheiden 
waren. 

Von diesen werden im folgenden nur TM 44 und TM 50, auberdem 
die Radiumvariante TM 88, die im Typ der TM 44 ahnelt, behandelt. 

Was die Haufigkeit des Entstehens dieser Varianten anbelangt, 
so kénnen hier aus den oben erwahnten Griinden nur Naherungswerte 
gegeben werden, weil das Material nicht im entferntesten ausgenutzt 
werden konnte, TM 44 bis 46 und TM 35 wurden sicher bei sechsfacher 
Wiederholung in etwa 2 °, gefunden, TM 50 und TM. 5s traten zu etwa 
10 bis 15 °, auf. Die Radiumformen TM 88, TM 8 und TM 9 wurden zu 
etwa 4 bis 5°, beobachtet. Das Ausgangsmaterial umfaBte in jeder 
Serie etwa 150 bis 200 Pflanzen. 

Die bestrahlten Pflanzen wurden im Gewachshaus bei etwa 20" | 
unter gleichen iuBeren Bedingungen angezogen, kénnen also miteinander 
verglichen werden. Sie wurden beobachtet auf: Dauer der Inkubations- 
zeit, Art des Symptommusters, Art der formativen Veranderungen 
Intensitat des Befallmusters und Variabilitaét der Symptombildung 
in Abhangigkeit von den Umweltbedingungen. Endlich wurde die 
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pathogene Aktivitat in Titrationsversuchen gegen TM-normal unter- 


sucht. 


TM-normal ruft auf Samsuntabak unter normalen Umweltverhaltnissen 
eine Totalerkrankung der Pflanze hervor, die im Sommer bei wenig ver- 
minderter Wachstumsintensitat in einer mehr oder weniger ausgeprigten 
mosaikartigen Scheckung der Blattspreiten besteht. Es wechseln dabei 
also hell- und dunkelgriine Blattpartien regellos miteinander ab (Abb. 2). 
Diese Erscheinungen sind nach neueren eigenen Untersuchungen als sehr 
umschriebene Plastidenschadigungen aufzufassen, wobei iiber die Art det 
Chloroplastenschadigungen in diesem Zusammenhang nur soviel gesagt 
werden soll, da8 wahrscheinlich infolge einer spezifischen Affinitat des 
Virusproteins zu den EiweiBschichten der Chloroplasten oder Grana das 
Chlorophyll oder einige seiner Komponenten der Zerst6rung anheimfallen. 


Alle Strahlenvarianten vom Typ 
TM 44 produzierten im Gegensatz 





Abb. 2. Symptombildung des normalen Abb. 3. Sekundarsymptome der RoOntgen- 
Tabakmosaik-Virus auf Nic. tabacum Samsun variante TM 44 auf Nic. tabacum Samsun. 


zu TM-n zunachst Primarsymptome in Form diffuser, aber umschriebener 
gelber Flecken auf den beimpften Blattern. Nur wenig spater bildete 
sich auf den Zuwachsblattern ein Sekundairmuster (Abb. 3) heraus, 
das im wesentlichen in einer v6lligen Aufhellung der Blattnervatur 
und der zu beiden Seiten davon befindlichen Partien der Spreite bestand, 
wahrend die Interkostalfelder griin blieben. Als Tertiarsymptom (Abb. 4) 
entstand ein scharf ausgepragtes, grob- oder feinfleckiges Mosaik, dessen 
Farbt6énung zwischen reinem Wei — also vélligem Chlorophyllverlust 

liber gelb-griinlich bis zum tiefen Dunkelgriin hin schwankte. Diese 
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Svmptombildung war insofern variabel, als sie in Abhangigkeit \o; 
den Lichtverhaltnissen in der Intensitat schwankte. Sie konnte jt 
Veranderung der Lichteinstrahlung reversibel und reproduzierbar wm 
einen bestimmten Grundtyp verschoben werden. Diese Erscheinunyg 
bietet an sich nichts Neues, weil sie auch bei den genetisch bedingten 
.schecken” beobachtet wird, ihre Prignanz weist aber geradezu auf 
die Lichtabhangigkeit des Gesamtphinomens und die Beziehungen 
zwischen Viruseffekt und = Chloro 
plastenstruktur hin. 





Die Inkubationszeiten, die als 
die Reaktionsphase zwischen den 
Zellplasmaelementen und dem ein- 
gebrachten ,,infektiésen Prinzip™ an. 






zusehen sind, waren gegen TM-n fast 









immer, zum Teil sehr erheblich ver 






langert. Ob man diese Erscheinung 





heute noch mit der ,,Wanderungs- 






geschwindigkeit** des Virus, also mit 






der Beweglichkeit der Virusmolekiile 






innerhalb der Pflanze in Zusammen 






hang bringen kann, erscheint fraglich: 












Die pathogene Aktivitaét war 





nach der quantitativen Seite bei 






hé6herem Virusgehalt der Pflanzen 









deutlich vermindert, nach der quali- 
Abb. 4. Endsymptome der Réntgen- tativen Seite mit Ausnahme der 
variante TM 44 auf Nic. tabacum Samsun. . ye 1 os mr ~ 
beiden Varianten TM 50 und TM 5s 


erheblich vermehrt. Im Mittel lagen 







unter Anwendung der Blatthalftenmethode auf Datura stram. fiir 
TM 44 die Endtiter bei 2,7 -10-8g Virusprotein im ecm, fiir TM-n 
etwa bei 1,5 -10-9 g/cem. 













Die veranderten Inkubationszeiten, die herabgesetzte quantitativ: 
und heraufgesetzte qualitative Aktivitat deuteten auf eine Veranderung 







der Molekiilbeschaffenheit hin. Es war daher naheliegend, danach zu 4 
suchen, ob mit der Verainderung des auBeren Befallsbildes und cer A 
Begleiterscheinungen auch eine Veranderung desjenigen Stoffes gepaart x 
ging, den man primar fiir die Entstehung der Chlorophyllidefekte ver- T 
antwortlich macht. Inwieweit man eventuell nachweisbare Anderungen by 





am Molekiilkomplex kausal mit den Variationen des Phanotyps in 
Beziehung setzen kann, wird nach der Besprechung der physikalisch- 









chemischen Analyse zu erértern sein. vl 
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hb) Lhe LIsolierung und Reindarstellung der Viren. 

Alle ,,.Mutanten**! des TM-n-Virus wurden genau wie dieses selbst 
isoliert nach der friiher eingehend beschriebenen Methode [Pfankuch 
und Kausche (16)], ohne daB irgendeine Abanderung notwendig ge- 
worden ware. Durchweg wurde die Chloroformmethode benutzt, die 
eine energischere und doch bequemere Reinigung erlaubt als die CO,- 
Reinigung. Bei vergleichenden Untersuchungen mehrerer Viren wurde 
darauf geachtet, daB sie méglichst frisch und méglichst genau in gleicher 
Weise dargestellt wurden. Dieser Hinweis mag besonders fiir die emp- 
findliche und kritische Methode der Viskositaétsmessung gelten. 


c) Die physikalisch-chemische Charakterisierung der Viren. 
1. Triibungsmessungen. 

Die Lésungen der Mutanten des TM-n-Virus zeigen rein auBerlich 
keine merkbaren Unterschiede oder Besonderheiten, bis auf die des 
TM 44, die beim Umschwenken deutliches ,,Schlieren** zeigen. Diese 
mehr oder weniger ausgesprochene Erscheinung deutet auf die Gegenwart 
sehr langgestreckter, linearpolymerer Molekiile hin. Diese gegeniiber 
dem TM-n-Virus verstirkte Aggregationsneigung des TM 44 zeigt sich 
auch in einem erheblich schnelleren Anstieg der spezifischen Triibung 
bei pu-Werten nahe dem isoelektrischen Punkt [vg]. Pfankuch (17)). 
Tabelle 1 belegt dies. In der Nahe des Neutralpunktes zeigt dagegen 
das TM 44 dieselbe spezifische Triibung (rund 30) wie das TM-n und die 
anderen Mutanten. Messung und Berechnung der spezifischen Triibung 
erfoleten in der verschiedentlich beschriebenen Weise (17) (18) (19). 


Tabelle I. Spezifische Triibungen in Malonat-Succinat-Puffer 


bei PH 4.0, 





Spezifische Triibung nach 


Virus s 

5 Min. 30 Min 60 Min. 
TM-n 48 53 59 
TM 44 55 87 121 


Charakteristische Unterschiede finden sich dagegen bei steigendem 
Ammonsulfatgehalt der Lésungen (Tabelle IL), namentlich bei einer 
Ammonsulfatsattigung von 18,5°,. Gegeniiber der salzfreien Lésung 
zeigt hier das TM-n-Virus einen sehr kraftigen Anstieg der spezifischen 
Triibung, TM 50 iiberhaupt noch keine Veranderung, waihrend TM 88 
bei dieser Salzkonzentration sogar schon das Triibungsmaximum 


' ,,Mutanten* an Stelle der unbequemeren, aber richtigeren Ausdriicke 
»mutierte Molekiile‘‘, oder ganz farblos ,,Variationsformen*. 
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erreicht hat. Das TM 50 muB also schon sehr rein und einheit 
jedenfalls frei von TM-n gewesen sein, da sich eine Beimengung yo 
TM-n in einem Triibungsanstieg bei 18,5°%, Sattigung bemerkba; 
gemacht hatte. Dariiber hinaus zeigen aber schon diese einfache: 
Triibungsmessungen die vom Ursprungsvirus abweichende Hydratatio 
und Léslichkeit der Mutanten. Ihre chemische Konstitution muf} als: 
eine wesentlich andere sein, da sich Veranderungen einer einzige) 
Atomgruppierung in Anbetracht des sehr hohen Molekulargewichites 
nicht so stark auswirken kénnten. 

Tabelle II]. Spezifische Triibungen in Abhangigkeit von de: 


Ammonsulfatkonzentration. Messung 30 Minuten nac} 
Triubungsansatz. 





(N Hy)o SO,- Protein- 
Konzentration konzentration 


0 0 
0 


Absolute Spezitisc! 
Triibung Triibung 


TM-n (82) 0 0,152 0,035 4 
12.5 0,008 1 0,003 76 
18.6 0,008 1 0,015 2 


25,0 0,008 1 0.033 3 
31,3 0,008 1 0,030 8 
37,5 0,008 1 0,023 8 


TM 50 (49—39) 0 0,018 7 0,006 43 
12,5 0,018 7 0,006 28 
18,6 0,018 7 0,007 14 
25,0 0,005 61 0,023 1 
31.3 0,005 61 0,017 6 
37,5 0,005 61 0,017 6 


TM 50 (317—39) 0 0,024 7 0,007 28 
12,5 0,024 7 0,007 0 
18,6 0.012 3 0,004 0 
25.0 0,007 37 0,028 6 
31,3 0,007 37 0.018 1 
37,5 0,007 37 0,015 5 


TM 88 (229—39) 0 0,038 0,013 5 
12,5 0,038 0,014 2 
18,6 0,011 6 0,034 5 
25,0 0,011 6 0,032 2 
SLS 0,011 6 0,031 5 
37.5 0,011 6 0,031 5 


2. Viscositatsmessungen, 


Viscositatsmessungen sind am Protein des TM-Virus bereits durc! 


gefiihrt worden, um die Achsenverhaltnisse der als stabchenformig 


oder gestreckt rotationselipsoidisch angenommenen Molekeln zu_ bi 
rechnen [Frampton und Neurath (20), Lauffer (21), Frampton (22 
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Das Ergebnis dieser Messungen ist nicht eindeutig gewesen und es 
lassen sich fiir dieses Versagen einige recht wesentliche Griinde anfiihren: 
die Verwendung zu alter Viruspraparate, die ungeniigende Beriicksichti- 
vung oder Unterdriickung der bei pu 7.0 schon sehr bedeutenden Ladung 
der Proteinmolekiile, die Verwendung von Kapillarviscosimetern u. a. 
Andererseits war aber auch die theoretische Grundlage fiir die Aus- 
wertung der Viscositatsmessungen nicht tragfahig genug. Die Aus- 
wertung erfolgte meist nach der relativ einfachen Auhnschen Gleichung: 
b2 


0,0625 — (1) 
a~ 


] 
0 
r Viscositat der Lésung, 7, Viscositat des Lésungsmittels, ¢ Konzen 


zentration in g l00cem, V spez. Volum des Gelésten, b/a Achsen- 
verhaltnis. 


Diese Gleichung, die die quantitativ ja nicht erfaBbare Hydratation 
der Teilchen nicht beriicksichtigt, ist erst vor kurzem in ihren Zahlen- 
faktoren fiir Proteinmolekiile von Polson (23) rein empirisch korrigiert 
worden [Forme] (2)]. Diese Korrektion erfolgte derart, daB jetzt die 
viscosimetrisch ermittelten Achsenverhaltnisse und Reibungsverhalt- 
nisse in bester Ubereinstimmung stehen mit den aus Sedimentations- 
konstante und Diffusionskonstante ermittelten Werten fiir das Reibungs- 
verhaltnis ; 


} 


} 
-V- 107-2140 + 0,098 —}- (2) 


"0 a 


Setzt man fiir |’ den fiir Viren und Proteine meist giiltigen Wert 
von 0.740 ein, so vereinfacht sich die Formel (2) zu 


b* 0 I ; ° 
- 1.38 - 108 2.96 - 107 - 


9 
a~ c 


Unter Beriicksichtigung der dargelegten experimentellen und 
theoretischen Bedingungen haben wir einige Viscositatsmessungen 
durchgefiihrt. Als Lésungsmittel fiir das Virus diente ein m,10-Phosphat- 
puffer vom pu = 7,0, dessen Lonenstairke sicher ausreichte, um die 
Kinfliisse des elektrokinetischen Teilchenpotentials auf die Viscositat 
zu unterdriicken. Die Viruspraiparate waren in diesem Puffer hoch- 
tourig zentrifugiert worden, das Sediment war im selben Puffer gelést 
worden und iiberdies wurde diese Lésung noch gegen den reinen 
Phosphatpuffer dialysiert, um die Gleichheit der Salzkonzentration 
in Puffer und Viruslésung mit Sicherheit zu garantieren. Als Viscosi- 
meter diente das Hdppler-Viscosimeter, da sich bei dieser Methode 
des exzentrischen Kugelfalles der geringste richtende EinfluB auf 
Stabchenmolekiile erwarten lie. 
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Tabelle III]. Viscositatsmessungen, Lésungsmittelin allen F; 
m 10 Phosphatpuffer py 450; 





Speziti 
Triibu 


TM-n 0,150 1,0514 0,343 21,7 30 
TM 50 0,371 1,100 0,271 18,3 30 
TM 44 0,171 1,115 0,673 29,8 31 


Die Tabelle LIT gibt das Ergebnis der Versuche. Das Achsen. 
verhaltnis 1:22 fiir das normale TM-Virus stimmt unerwartet cut 
iiberein mit unseren elektronenmikroskopischen Aufnahmen | Kavsche, 
Pfankuch und Ruska (24)|, auf denen wir auch vorwiegend die dimere 
Molekel mit den Abmessungen 15 « 300 mu 1:20 angetroffen 
hatten. Diese Ubereinstimmung lat auch die viscosimetrischen Mes. 
sungen etwas vertrauenswiirdiger erscheinen, als das sonst nach den 
bisherigen Erfahrungen der Fall gewesen ware. Man kann daher an- 
nehmen, daB auch die Mutante TM 50 vorwiegend als dimere Moleke! 
in der Lésung vorhanden ist, daB aber die Mutante TM 44 héher poly- 
merisiert, und zwar vorzugsweise trimerisiert ist. 


3. Sedimentationsmessungen., 

Die Kenntnis des Molekulargewichtes der mutierten Molekiile 
erschien uns deshalb wichtig zu sein, weil die Méglichkeit bestand, 
da die durch die Bestrahlung zugefiihrte Energie eine radikale Spaltung 
des groben TM-Virusmolekiils bewirkte, etwa gleich der Halbierung 
der Helixhamocyanin-Molekel durch UV-Licht [Svedberg und Bro- 
hult (25)|. In diesem Falle waren die veranderten Symptombilder der 
Mutanten einfach eine Folge der Veranderung, und zwar Verkleinerung, 
der gesamten Molekel gewesen. Wenn dagegen die Mutanten praktisch 
dtasselbe Molekulargewicht besaBen wie das normale 'FM-Virus, so 
konnte man an Veranderungen im Nucleinsdureteil der Virusmolekel 
denken, zumal gerade in diesem Teil der Molekel eine Anhaufung von 
Atomen relativ héherer Ordnungszah! und daher héherer Absorption 
zu verzeichnen ist. Hier in diesem kleinen Teil von nur 5°, der Moleke! 


findet sich der gesamte Phosphor mit der Ordnungszahl 15, wahrend 


sich der in etwa gleicher Gewichtsmenge vorhandene Schwefel mit der 
aihnlichen Ordnungszahl 16 auf die restlichen 95°, der Molekel ver- 
teilen mul. 

Zur Bestimmung der Sedimentationskonstanten stand eine Ultra- 
zentrifuge noch nicht zur Verfiigung. Da es aber vor allem auf relative. 
auf das TM-n bezogene Konstanten ankam, benutzten wir das von 
Schlesinger (26) angegebene Verfahren zur Teilchengr6éBebestimmung 
Danach laBt sich auch mit den iiblichen, nicht st6rungsfrei laufenden 
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hochtourigen Zentrifugen die Teilchengr6éBe berechnen aus der Konzen- 
trationsverminderung der zentrifugierten Lésung, Kugelform der 
Teilchen vorausgesetzt. 


Co 


y° h - log 


Cy 
(4 
(d, —d,)-a-t 


Teilchenradius, Tourenzahl je Minute, ¢ Dauer der Zentri 
fugierung, h Hohe der Fliissigkeitssaule, a Abstand des GefaBbodens 
yon Drehachse, s Sedimentationskonstante, }; Viscositat der Lésung, 
¢ Konzentration vor Zentritugierung, ¢; Konzentration nach Zentri- 


fugierung, dd) Dichte der Teilchen, d, Dichte des Lésungsmittels. 
Andererseits ist die Sedimentationskonstante eines kugelf6rmigen 

Teilchens 
2 r2 (d, — d,) 


y 1) 


(5) 


Nach Vereinigung der beiden Gleichungen und den entsprechenden 
Kiirzungen ergibt sich in unserem Falle fiir die unkorrigierte Sedimen- 
tationskonstante 

Co 
210 -h- log 
Cy 


Uu=-a-t 


ohne Voraussetzungen tiber die Gestalt der Teilchen. 
Wir benutzten eine iibliche Laborzentrifuge mit 15000 Umdrehungen 
a 8,0,h = 4,0 em), zentrifugierten die Virus-Phosphat pufferl6sungen 


21', Stunden lang und bestimmten vorher und nachher die Stickstoff- 


konzentration. 


Tabelle IV. Sedimentationskonstanten. 





Stickstoff in mg ecem 
vorher nachher 
TM-n 0,239 0,0995 2,4 0,380 197 


TM 50 0.569 0,237 2,4 0,380 197 
TM 44 0,274 0,102 2. 0,431 224 


Aus Tabelle [V geht wiederum zunachst die Zulassigkeit unserer 
Arbeitsweise hervor, da die in der Literatur bekannten Werte fiir TM-n 
Mit Soo 174 (monomer) und 200 (dimer) mit unserem Durchschnitts- 
wert zusammenfallen. 

Weiterhin zeigt die Tabelle, daB die Mutanten etwa dasselbe 
Molekulargewicht haben miissen wie das TM-n, da sie keinesfalls 
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bloBe Bruchstiicke der normalen Molekel sein kénnen. Der Angrift 
punkt der Strahlung liegt also wohl im Nucleinsaureteil. 

Im vorigen Abschnitt hatten wir es wahrscheinlich machen kénney 
dali das TM 44 vorzugsweise als Trimeres vorliegt. Wir k6nnen jetzt 
zeigen, dab auch dié Sedimeatationskonstante diese Annahme recht 
fertigt. 

Eine der elementaren Formeln fiir das Reibungsverhaltnis 


kann geschrieben werden 


fifo: 8 3MV"s 


42aN 


6 a7 N 


f molare Reibungskonstante eines nicht kugelf6rmigen Teilchens, 
fy molare Reibungskonstante eines kugelf6rmigen Teilchens, .V/ Mok 
kulargewicht, V spezifisches Volumen des Teilchens, d Dichte «ck 


Losungsmittels, .V Loschmidtsche Zahl. 


Fassen wir alle Zahlen- und Materialkonstanten in /: zusammen 
so ergibt sich 


(f/fo « 8/8 k- M2 S 


und diese Fassung gibt uns sogleich die Méglichkeit, die Molekula: 
gewichte des TM-n und TM 44 zu vergleichen. Nach der Perrinschey 
Gleichung fiir gestreckte Rotationsellipsoide folgt fiir ein Achsen 
verhaltnis b/a — 30, wie wir es oben S. 248 fiir TM 44 wahrscheinlich 
gemacht haben, ein Reibungsverhaltnis ///) = 2,356, fiir ba — 20 (TM-n 


ist f/f 2.0, so daB fiir das Verhaltnis der Molekulargewichte folgt 
M (TM 44) 2 356 - 22 
M (TM-n) 2.0 - 197 


1,55. 


In der Tat ist nun ein Trimeres 1,5mal schwerer als ein Dimeres 
wenn wir lineare Polymerisation bei gleicher kurzer Achse voraussetzen 
Die Berechtigung zu dieser Annahme entnehmen wir der Gleichheit 
der spezifischen Triibungen der drei Viren (8. 245). 


4. Elektrophorese. 


Die Messung der Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Felde 


hat sich immer deutlicher als eine der empfindlichsten und sicherste: 
Methoden zur Charakterisierung der Proteine erwiesen. Wahrend z. b 
die Sedimentationskonstante eines Proteins fast nur von physikalischen 
Faktoren, wie GréBe und Form des Molekiils abhangt, ist umgekehr' 
die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit von diesen Fak 
toren unabhangig und nur abhangig von der chemischen Konstitution 
die iiber die Lonisation und Teilchenladung allein entscheidet. Beice 
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Methoden erfassen also vollkommen verschiedene Eigenschaften und 
erganzen sich gegenseitig. Trotzdem ist die Elektrophoresemethode 
nur zweimal gelegentlich bei Viren angewandt worden, zum Teil noch 
mit optischen Methoden von ungeniigendem Auflésungsvermégen 
Eriksson-Quensel und Svedberg (27), Me Farlane und Kekwick (28)). 
Angaben iiber die Wanderungsgeschwindigkeiten in der Nahe des 
Neutralpunktes fehlen véllig. Da in einem anderen Zusammenhange 
eingehender tiber die elektrophoretischen Eigenschaften der Viren 
berichtet werden soll, brauchen die experimentellen Einzelheiten der 
hier zu besprechenden Versuche nur kurz angefiihrt werden. 

Wir benutzten den von Tiselius (29) neukonstruierten Apparat. Tiselius 

ist auch die grundsatzliche theoretische und praktische Festlegung der 
Bedingungen fiir eine st6rungsfreie Elektrophorese zu verdanken (30). 
Der K Na-Phosphatpuffer der lonenstirke 0,1 besaB ein py von 6,90 bis 6,93 
ind eine Leitfahigkeit von 3,4 bis 3,7- 10-° bei 0°. Die Stromstarke betrug 
22 bis 24 mA. Das Potentialgefalle war daher durchsehnittlich 9 Volt em. 
Die Wanderung der Grenzflache wurde mit der Schlierenmethode sicht- 
ar gemacht. Bei photographischer Registrierung und Auswertung der 
Wanderung empfiehlt es sich, abweichend von der in Abb. 5 absichtlich 
vewahlten Art, orthochromatische Platten mit Gelbfilter oder gelbem 
monochromatischem Licht zu verwenden, da bei rein blauempfindlichen 
Platten die scheinbare Extinktion der notwendigerweise infolge der T yndall- 
Streuung rétlichgelben Viruslésungen so hoch werden kann, da feine 
Schlierenbander verlorengehen. 


d-x-q-f ‘ i 
u - ; fk aa (9) 
r-t q 2 
Wanderung aut der Mattscheibe, f photographischer Abbildungs- 
naBstab, gq Querschnitt der Elektrophoresezelle, 7 Stromstirke, 
x Leitfahigkeit, ¢ Versuchsdauer, Potentialgefalle. 


Die erste erfreuliche Feststellung war die vollkommene Einheitlich- 
keit und Reinheit unseres hochgereinigten TM-n-Virus. Bei den zum 
feil verwandten hohen Viruskonzentrationen waren Beimengungen 
von einigen °/ eines anderen Proteins sicher nachweisbar gewesen. 
Sehr bezeichnend fiir die Bewertung der Elektrophoresewerte ist die 
Tatsache, daB ein tiber ein Jahr altes TM-n-Priaparat noch vollkommen 
einheitliche Wanderung derselben GréBe zeigte, wie das frisch hergestellte 
Virus, obwohl innerhalb dieser Zeit Aggregation und Inaktivierung 
sicher weit vorgeschritten waren. 

Ein besonderer Vorteil der Elektrophoresemethode besteht darin, 
laB fiir den Vergleich zweier Proteine die Wanderungsgeschwindig- 
keiten nicht notwendig in zwei getrennten Versuchen ermittelt werden 
miissen, sondern da gerade die genaueste und eindrucksvollste Priifung 
wf Identitat oder Verschiedenheit der beiden Proteine mit einer 
Mischung der beiden in einem einzigen Versuche durchgefiihrt werden 
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kann, da in diesem Falle alle AuBeren Versuchsbedingungen, wie Acic(itit 
Leitfahigkeit und Pufferkonzentration, mit Sicherheit identisch sjnq 
So ist Abb. 5 entstanden. Diese Elektrophorese eines Gemisches 
von TM-n und TM 44 zeigt eindeutig die sichere Differenzierung der 
beiden Viren, aber auch die Einheitlichkeit jedes einzelnen der beide; 
Viren. Die Schlierenbanden sind scharf und deutlich getrennt. [hr 
Identifizierung erfolgte dann nachtraglich durch Bestimmung 
Wanderungsgeschwindigkeit der reinen Viren. In diesem Falle wie auc! 


5a. 5b. 6c. 
Abb. 5. Elektrophorese eines Gemisches gleicher Teile von TM-n-Virus 0,2 ° , und TM 44-\ 
0,2 %>. Phosphatpuffer py = 6,91, Lonenstirke 0,1.  Aufnahmezeiten a 0, b } 
e 6030 Sekunden nach Einschaltung des Stromes. Agfa Diapositiv-Platte (nicht 
chromatisch). ¢ 0,0 bis 0,59. 


in anderen Fallen war die Wanderungsgeschwindigkeit der Mutante 


geringer als die des TM-n. 


TM-n TM 50 TM 44 TM 88 TM 9! 


9,3 -9,1 8,2 1,8 7.1. 107° cem/sec™ Voit 


Diese relativ hohen Wanderungsgeschwindigkeiten der Viren sind 
wahrscheinlich auf die freien Phosphorsduregruppen des Nucleinsaure- 
teiles zuriickzufiihren, ebenso wie auch der niedrige isoelektrisch 
Punkt. Einen guten Analogiefall hierzu bieten die verschiedene1 
Casein-Fraktionen [Mellander (31)], deren Wanderungsgeschwindig- 
keiten von ihrem Phosphorgehalt abhangig sind. Wir kommen als 
auch hier wieder zu dem SchluB, daB die Entstehung der Mutatione: 
in den Nucleinsaureteil des Virusmolekiils zu verlegen ist und dal} hier 
quantitative oder qualitative Veranderungen vor sich gegangen sind 


' TM 9 ist vielleicht auch physiologisch identisch mit TM 838. 
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Jedenfalls geben die obigen elektrophoretischen Befunde eine gute 
\rbeitshvypothese in die Hand, fiir eine eingehendere chemische Analyse 
der Mutanten. 

Wir haben zunachst von der schnellsten und langsamsaten Variante 
den Phosphorgehalt bestimmt, und zwar von denselben Priparaten, 
die zur Elektrophorese benutzt worden waren. 

Eine genau bekannte Menge Virus wurde in einer Platinschale bei 
«hwach alkalischer Reaktion eingedampft und kurz vergliiht. Der Riick- 
stand wurde in einer gemessenen Menge verdiinnter Schwefelsaure aut- 
genommen, im Filtrat wurde der Phosphor kolorimetrisch bestimmt. Mitte] 
von zwei Parallelen: 


TM-n: 0.476% P TM 88: 0,403 °% P. 


Die langsamer wandernde Mutante hat auch einen geringeren 
P-Gehalt. Angesichts dieser Ubereinstimmung schen wir erstmalig eine 
Méglichkeit, biologische Wirkungsdnderungen eines Virus chemisch zu 


he yriinde n. 


5. Goldsolreaktion, Kristallisierbarkeit und Farbung., 


FaBt man die am Kartoffel-X- und Tabakmosaikvirus beobachtete 
Aggregation von kolloidem Gold und Virusprotein prinzipiell und in 
en entscheidenden Phasen als einen Adsorptionsvorgang zweier 


kolloider Kérper in Abhangigkeit von den elektrostatischen Ladungs- 


verhaltnissen der Oberflachen dieser Kérper auf [AKausche (32): Kausche 
und H. Ruska (33) (34)], dann konnte nach dem vorhergehenden  er- 
wartet werden, das sich die untersuchten Strahlenvarianten anders 
yegen das Goldsol verhalten wiirden als das normale TM-Virus. Das 
war indessen nicht der Fall. Bei den iiblichen Ansatzen fanden sich keine 
Unterschiede gegen Normal. Das schon friiher beschriebene Grund- 
phinomen der Adsorption von kolloidem Gold an und die Lésung 
von den Virusmolekiilen in Abhangigkeit von der H-lonenkonzentration 
hat sich bei den Varianten bestatigt. Obwohl also die Réntgenvariante 
TM 44 oder die Radiumvariante TM88 als linear  polymerisierte 
Varianten des Grundtyps TM-n aufgefaBt werden kénnen, reicht die 
Goldsolreaktion nicht zur Differenzierung einzelner Varianten desselben 
‘tammes aus. Die Erklarung dafiir liegt wahrscheinlich darin, daB die 
typische Rotflockungsreaktion im stark sauren Bereich von py 3,0 
bis 4,2 sich zum gr6Bten Teil nicht auf molekular geléstes, sondern — in 
der Nahe des isoelektrischen Punktes — auf lateral und linear aggregiertes 
Virus erstreckt. Die Verhaltnisse sind also in diesem Bereich, in dem 
keine vollstandigen Lésungen vorliegen, quantitativ nicht zu erfassen. 
Das im Neutralpunkt fast molekular geléste Virus reagiert bei pu 7,0 
iber nicht mit dem Gold. 
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Unterschiede hinsichtlich der Kristallisationsfahigkeit und de; 
Farbbarkeit gegen TM-n | Kausche (35) (36)| haben sich nur’ insofery 
ergeben, als die mit Ammonsulfat ausfallbaren Nadeln gréber und |inye; 
sind. Das so ausgefallte Protein der Strahlenvarianten laBt sich elec) 
gut wie das normale TM-Protein mit Viktoriablau nach Herzberg firben. 

(Abb.6). Elektronenoptisch lieSey 
sich keine eindeutigen Unterschiede 
gegen TM-n feststellen. 


D. Bemerkungen. 

Das Arbeitsvorhaben entsprang 
dem Gedanken, den vermutlich fii) 
die Entstehung des auBeren Merk 

te ; males, also die Schadigung des 
f, edt Chlorophyllkomplexes, verantwort 
f lichen ,,Wirkkérper“ durch Appli 

kation hoher Energien mittels Be. 


Abb. 6. Protein der Réntgenvariante i 
strahlung selbst zu verandern, um 


TM 44, gefiirbt mit Viktoriablau 4 R nach P A sab — 
Herzberg. auf diese einfache Weise zu ver- 


folgen, ob mit einer induzierter 
Veranderung des Molekiils irgendeine Verainderung des Wirkungseffekt-: 
gepaart ging. Dazu war einerseits die biologische, andererseits eine physi 
kalisch-chemische Analyse des Virusproteins notwendig. 

Prinzipiell scheint der Versuch gelungen zu sein, mit der Ein- 
schrankung, daB sich nachweisbare Veranderungen am _ Virusmolekii! 
nur dann einstellten, wenn die Strahlenapplikation im_natiirlichen 
Milieu des Virusproteins erfolgte. Das bedeutet zunachst, da{ wit 
iiber die Art und den Mechanismus der sprunghaft und konstant ein- 
getretenen Anderung an sich noch nichts aussagen kénnen. Wir be- 
finden uns hier in der gleichen Lage wie die Mutationsforschung in der 
experimentellen Genetik, wo bekanntlich alle kiinstlich erzeugten und 
spontan auftretenden Mutationen der Gene nur im lebenden Organismus 
ausgelést werden kénnen. Wahrend aber die Mutationsforschung nu 
statistisch und topographisch fiir das Gesamtchromosom den Ort cet 
Mutation genau bestimmen und iiber die Mutationsvorgange nur all- 
gemeine Aussagen machen kann, haben unsere Untersuchungen schon 


wahrscheinlich machen kénnen, dap bestimmte eingetretene Merkmals- 


finderungen auf physikalisch-chemisch nachweishare Mutationen de 
Virusmolekiile zuriickzufiihren sein miissen. 

Die nephelometrischen Messungen ergaben Anzeichen ftir eine 
vom Ausgangsmolekiil stark abweichende Hydratation und Léslichkeit 
der Variantenmolekiile, die ihrerseits aus plausiblen Griinden eine 
andere chemische Konstitution zur Voraussetzung haben. Das findet 
schon seine erste Bestitigung darin, da die chemische Analyse fiir die 
Mutante TM 88 einen um 15°, geringeren Phosphorgehalt ergal als 
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‘jr das TM-n-Protein. Die Bestimmungen der Achsenverhiltnisse 4 a 
pach der Viscosimetrie und Sedimentationsanalyse zeigen, daB die 
Proteinmutante TM 44 vorzugsweise als trimerisierte Form, die TM 50 
mit ihrem sehr stark abweichenden Wirkungsverhalten als dimere 
Molekel auftreten. Aus den Elektrophoreseuntersuchungen war zu 
entnehmen, daB die Wanderungsgeschwindigkeit der Mutanten deutlich 
veringer war als die der normalen TM-Molekiile. Aws der Theorie der 
ngewandten Methoden kann also die Folgerung yezogen werden, dap 
lic Entstehung der Strahlenmutationen des Tabakmosaikvirusmolekiils 
ahrscheinlich auf quantitative und qualitative Verdnderungen im Nuclein- 
viureanteil der Virusmolekiile zuriickzufiihren ist, inshesondere deshalb, 
vil hier infolge der Anhdufung von Atomen héiherer Ordnungszahl - 
Phosphor die héichste Strahlenabsorption zu erwarten ist. Die ein- 
yleiteten Untersuchungen werden die Richtigkeit dieser Hypothese 
ebringen miissen. Jedenfalls gehen hier die Ergebnisse schon iiber 
lie der Analyse des Mutationsvorganges in der Genetik hinaus. Nicht 


niletzt darum, weil sich das Virusmolekiil im Gegensatz zu den 


Genmolekiilen — isolieren und in reiner Substanz analytisch bearbeiten 
it. 
Diese Feststellungen kénnen aber keineswegs die Tatsache ver- 


vhleiern, daB wir hinsichtlich der Entstehung von solchen sprunghaften 
Veranderungen noch im unklaren sind. 

Es hatte sich bei der Bestrahlung von reinen Virusl6sungen seinerzeit 
ler sogenannte Aktivierungseffekt eingestellt [Aausehe und Stubbe (37))}, 
rdarin bestand, da® bestrahlte Lésungen quantitativ héher auszutitrieren 
waren als nicht bestrahlte. Spéater fanden wir, daB der Verlauf dieser Akti- 
verungskurven von der Art der Vorbehandlung der Viruspriparate ab- 
ingig war. Crowther und Liebmann (38) (39) veréffentlichten ahnliche 
Kurven von bestrahltem kolloidem Gold und Eialbumin, aus denen wenn 
ich mit viel geringeren Roéntgen- und y-Strahlendosen prinzipiell 
er gleiche Effekt zu ersehen ist. Wenn sich neuerdings fiir das TM-Virus 
estitigte, daB eine Dosisabhangigkeit des Aktivierungseffekts nur in 
gklarten PreBsiften, aus denen die Chlorophylifraktion entfernt war, 
entritt, dann scheint hier eine Analogie zu unseren Befunden in der vor- 
egenden Mitteilung vorzuliegen. 

Ordnet man die Mutanten nach der Starke ihrer biologischen Wir- 
kung, so erhalt man die Reihenfolge TM-n <— TM 44, TM ~ TM 8 und 9 

TM 88. Setzt man dazu in Vergleich die Wanderungsgeschwindigkeit 

nm Elektrophoreseversuch, so erhalt man die umgekehrte Reihenfolge 
TM-n > TM 44 TM 88. Die relative biologische Aktivitat hangt 
‘30 in gewisser Beziehung von den physikalisch-chemischen Eigen- 
vhaften der Molekiile des Wirkkérpers ab. 

In der letzten Zeit mehren sich in der Virus-, aber auch in der 
genetischen Literatur die Falle, in denen bei der Erérterung der endo- 
gnen oder exogenen Entstehung des Virus die Vermutung ausgesprochen 
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wird, da die phytopathogenen Viren aus dem Genapparat der Ze), 
stammen kénnten. In das Zellplasma eingesprengt sollen sie dan 

,. vagabundierende Gene oder als ,,fehlgeleitete genabhaingige \Virk 
stoffe’’ ihre pathogene Wirkung entfalten. Es ist hier nicht die Stelle. 
um solche spekulativen Betrachtungen, die experimentell noch nicl) 
vestiitzt werden kénnen, zu diskutieren. Soviel wir heute wissen. kany 
die Viruswirkung sich in einem Organismus nur nach einem Virusintekt 
entfalten. Der stoffliche Aufbau weist auf einen hochmolekulare; 
EiweiBkérper vom Typ der Nucleoproteide hin, wobei jedenfalls jy, 
Gegensatz zu den genisch aktiven Bestandteilen der Chromosome 
keine Thymonucleinsiure vorliegt. Trotzdem liegt hier eine Analoviy 
zu den Genen vor. Eine solche findet man auch bei der Betrachtwny 
der Wirkungsweise der Viren, wenn auch mit einigen wesentlichen 
Einschrankungen. Sicher ist zum Beispiel, daB die Vermehrung det 
Gene in dem Sinne begrenzt ist, da bei der Kern- und Zellteilung 
immer nur aus einem Gen eine beschrankte Anzahl neuer Gene, je nach 
der Chromatidenzahl, entstehen kann, wahrend die Virusvermehruny 
offensichtlich ungehemmt erfolgt, also wohl von anderen Prinzipie: 
beherrscht wird. Am meisten hat man wohl die Variabilitat der Viren 
das heiBt die scheinbar fortgesetzte spontane Entstehung aus einen 
Grundtyp in Beziehung zum Verhalten (Mutationen) der Gene gebrachit 
Definitionsgemal} bestehen solche Mutationen |[Timofeef, Stubbe u 
(40) (41)] in sprunghaft eingetretenen Veranderungen intramolekulare: 
Art. Das scheint bei den hier beschriebenen R6ntgen- und Radium 
varianten nach der physikalisch-chemischen Analyse auch der Fu 
zu sein. Jedenfalls konnte erstmalig experimentell der Nachweis erbrach 
werden, dap nach Applikation hoher Strahlenenergien sich die physi 
kalisch-chemischen Eigenschaften der Virusmolekiile in denjenigen bi 
standteilen dnderten, die fiir thr spezifisches Reaktionsvermégen mali 
gebend sind. 

Der strenge Nachweis, daB die beobachteten neuen Formen auc! 
tatsichlich durch die Bestrahlung entstanden sind und_ nicht durc! 
Entmischung zweier schon vorhandener Komponenten durch das 
Kinzelherdverfahren, laBt sich nur negativ fiihren. Bei den unter gleiche: 
Bedingungen durchgefiihrten Kontrollreihen, wie auch bei allen andere: 
seit Jahren mit diesem Stamm ausgefiihrten Versuchen ist eine gleich 
oder auch nur ahnliche Erscheinung niemals aufgetreten. Es kan 
deshalb mit einem hohen Grad von Wahrscheinlichkeit angenommen werden 
dag die Variation der Befallmuster durch eine chemisch-physikaliscl 
Abiinderung im Virusmolekiil und diese wieder durch Einstrahlung wn 


Absorption hoher Energien ausgelést worden ist. Ob an diesen Vorganye 
noch andere intermolekulare Erscheinungen maBgeblich beteiligt sind, 


werden weitere Untersuchungen ergeben miissen. 
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Charakterisierung von Mutationen des Tabakmosaikvirusproteins. 


E. Zusammenfassung. 


1. Durch Bestrahlung mit 12 bis 14000 Réntgeneinheiten bzw. 
».Strahlen eines 10 mg Mesothoriumpraparates konnten von der Norm 
les gewOhnlichen Tabakmosaikvirus abweichende Formen erhalten, 
soliert und rein dargestellt werden. 

2. Die chemisch-physikalische Analyse dieser Formen ergab fol- 
vendes: Sie sind nicht als Bruchstiicke des normalen TM-Virusmolekiils 
ufzufassen, ihr Grundmolekulargewicht ist etwa dasselbe wie das 
les TM-n, doch zeigen einzelne Formen eine héhere Polymerisations- 
eigung als das TM-n. Léslichkeit und Hydratation der neuen Formen 
snd zum Teil so abweichend vom TM-n, daB schon mit einer einfachen 


ephelometrischen Methode ihre Differenzierung vom TM-n méglich ist 


Im Elektrophoreseversuch erweisen sich die neuen Virusformen als 
ektrochemisch v6llig einheitliche Individwen, die scharf definierbar 
md differenzierbar sind. Es wird wahrscheinlich gemacht, daB die 
Entstehung der neuen Virusformen in den Nucleinsaureteil der Virus- 
molekel zu verlegen ist und dab sie durch quantitative und qualitative 
nderungen in diesem Teil bedingt ist. 

3. Die biologische Analyse zeigte, daB die Varianten wesentlich 
dere Svmptombilder produzierten als TM-normal. Qualitativ war 
lie Aktivitat der TM 44 und 46, sowie von TM (Ra) 88 erheblich erhodht, 
lie der TM 50 und 58 sehr vermindert. Quantitativ lagen die Titer 
meist niedriger als beim TM-normal. 

4. Es wird erértert, inwieweit Analogien in der stofflichen Zu- 
sammensetzung und der Wirkungsweise zu den Genen bestehen. 

5. Obwohl die Entstehung der Variationsformen nur im natiirlichen 
Milieu’ festgestellt werden konnte, muB angenommen werden, daB 
liese durch die Bestrahlung mit Réntgen- und y-Strahlen entstanden 
sind. 

6, Die Art der physikalisch-chemisch nachweisbaren Verainderungen 
deutet auf echte Mutationsvorgange im Sinne der Genetik, also intra- 
nolekulare Zustandsanderungen hin. 
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Zur Frage des Vorkommens von d-Peptidasen in 
normalen und carcinomatésen Organen. 
Von 
H. Bayerle und F. H. Podloueky. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 15, Januar 1940.) 


In unserer Mitteilung iiber die Verdaulichkeit von Tumorgewebe 
durch normale Enzyme! schrieben wir im Anschlu®B an einige Erérte- 
ringen tiber die sogenannte zentrale Kolliquationsnekrose der Tumoren, 
la8 ,.die Nichtexistenz von d-Peptidasen auf Grund der bisherigen 
Erfahrungen ziemlich erwiesen sei‘. Wir waren zu dieser Behauptung 
berechtigt, weil die entsprechenden Versuche keinen Anhaltspunkt 
fir das Vorhandensein von d-Peptide spaltenden Enzymen ergaben. 
Allerdings wurden diese, meist orientierenden Versuche unter An- 
wendung von Enzympraparaten aus Sektionsmaterial gewonnen. 
Es konnte ja sein, daB dieses Ausgangsmaterial, das aus begreiflichen 
Griinden nicht immer sofort, sondern nach mehr oder minder langer 
\ufbewahrungszeit untersucht werden konnte, zur Entscheidung 
inserer Fragestellung ungeeignet war. Wir nahmen uns daher vor, 
n entsprechend geeignetem Tiermaterial die Frage erneut zu priifen. 
\ls giinstig erschienen uns einige Kaninchen mit Brown-Pearce-Netz- 
tumoren. Wir stellten, wie in Tabelle J an einigen Beispielen  be- 
egt ist, Extrakte her und lieBen diese auf dl-Leucylglycin einwirken; 

gleicher Weise wurde das Plasma von gesunden und von Tumor- 
“aninchen verwendet. Wir lieBen in einem 10-cem-Kélbchen 3 ccm 
|-Peptid und 7,0 cem Extrakt bzw. Plasma aufeinander einwirken. 
des dl-Peptids trat nicht auf. Das Ergebnis 
iar durchaus negativ, ein Anhaltspunkt fiir die Existenz einer d-Pepti- 


tine Spaltung tiber 50 °%, 
ise auf Grund dieser Ergebnisse war nicht gegeben. 

In der Zwischenzeit konnten FL. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer? 
eine vorlaufige Mitteilung publizieren, in welcher der Beweis fiir die 
Existenz von sterisch auslesenden Enzymen angetreten wird. Da die 
Versuchsanordnung bei E. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer so ziemlich 
lieselbe war wie bei unseren negativen Ergebnissen, haben wir nun an 
ener Reihe von menschlichen Carcinom- und Normalseren diese Be- 
tinde nachgepriift. Wir konnten ganz eindeutig feststellen, daB bei 
ier Versuchsanordnung nach EF. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer mit 


|-Leucyl-glycin als Substrat keinerlei Spaltung des eingesetzten Peptids 


' Diese Zeitschr. 303, 251, 1939. 2 E.Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, 
leitsehr. f. physiol. Chem. 202, TV, 1939. 
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iiber 50°, hinaus erfolgte. Dabei ist zu bemerken, daB das Verhalty), 


der Serummenge zur Substratmenge bei uns sogar noch giinstiger \., 
(siehe Tabelle IL). Unsere oben erwahnten Versuche und unsere \,¢j 
priifung der Ergebnisse von FE. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer ony. 
sprechen sich durchaus. Zwar war in den meisten Fallen bei den (,; 
cinomseren eine erhéhte Dipeptidaseaktivitat vorhanden, jedoch mel) 
als 50°, des dl-Peptids wurden nie gespalten. Die Spaltung von ¢ 
Glutaminyl-glycin konnten wir nicht nachpriifen, da wir iiber diese. 
Peptid nicht verfiigten. Auf Grund der Erfahrungen, die in Tabelle [| 
belegt sind, kénnen wir behaupten, daB die Waldschmidt-Leitzsche Ve 
suchsfiihrung, die ja die tibliche ist und die wir bei den Versuchen jy, 
Tabelle I auch anwandten, nur bei Verwendung der reinen d-Kom ponent 
des Peptids als Beweisfiihrung gelten kann: eine Verwendung von ( 
Leucyl-glycin als Substrat beweist nichts. 

Weiter jedoch fiihrte uns eine kleine Abanderung der Versuch. 


anordnung, wie man sie zur Feststellung der Endspaltung eines Peptid; 


anwendet. Es wurde hierbei das Enzym zur tiblichen Menge dl-Peptic 
nicht auf einmal zugefiigt, sondern in kleinen Mengen, etappenweis 
und in gréBeren Zeitabstinden. Es sollte damit gewahrleistet sei; 
daB jeweils vollaktives, frisches Enzym zur Einwirkung gelangen kin 
Nur bei dieser Versuchsanordnung war es uns méglich, in Extrakten aus 
Brown-Pearce-Tumoren und in Seren von Tumorkaninchen zu eine: 
dl-Leucylglycinspaltung tiber 50 °,, hinaus zu kommen (siehe Ta belle IT] 
Dagegen spaltete ein menschliches Ca-Serum nur zu 50%: ein anderes 
ebensolches war sehr schlecht wirksam, es spaltete nur zu 21.5 
Diese Versuchsanordnung allein scheint uns bei der Verwendung eines 
racemischen Peptids geeignet zur Feststellung einer sterischen Ausles 
durch Enzyme. Auf Grund dieser Ergebnisse eine Tumordiagnoy 
ausbauen zu wollen erscheint uns beim jetzigen Stand der Versuch 
verfriiht. EL. Waldschmidt-Leitz ist selbst der Ansicht, daB ,noch nich 
iiber geniigend Material* verfiigt werden konnte. Aber das eine scheint 
uns schon heute sicher, daB die Verwendung eines reinen Peptids der 
d-Reihe unbedingt n6tig ist. 

Wir sind damit beschaftigt, in einer Versuchsreihe systematisch fes! 
zustellen, von welchem Zeitpunkt nach der Transplantation eines Tumo 
die Anwesenheit einer d-Peptidase zu erkennen ist und wie im Laut de! 
weiteren Entwicklung des Tumors die Aktivitat dieser Peptidase sich v: 
halt. Bemerkenswert ist z. B. ein Befund (in Tabelle III, Kan. 20). A: 
diesem Kaninchen wurde am 15. Dezember 1939 erstmals, 3 Wochen spate! 
zum zweiten Mal eine Transplantation eines Brown-Pearce-Tumors v 
genommen. Es stellte sich heraus, daB der Tumor nach anfanglichem A: 
gehen einer Resorption verfiel. SchlieBlich befanden sich an der I: 
plantationsstelle nur noch eingeschmolzene, zerflieBliche Gewebsre=t: 
geringfiigigen Mengen. Solides Tumorgewebe konnte nicht mehr get 
werden. Das Serum erwies sich zu diesem Zeitpunkt, das ist nach w: 
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2 Wochen, trotzdem als d-Peptid spaltend. Eine ausfiihrliche Beschreibung 
dieser Untersuchungen wollen wir nach Sicherung der Ergebnisse durch eine 
groBere Versuchszahl an anderer Stelle bringen. 

Die Betrachtungsweise der malignen Tumoren von F. Kégl und 
H. Eraleben', die ja der Ausgangspunkt fiir alle diese Untersuchungen 
ist, erfahrt durch die gesicherte Feststellung von d-Enzymen eine wichtige 
Stiitze und erweist sich damit gleichzeitig auch fiir die Chemie der 


proteolytischen Enzyme als tiberaus befruchtend. 


Dem Vorstand des Reichsausschusses fiir Krebsbekaimpfung, Herrn 
Geheimrat Borst, der Miinchener Chirurgischen Klinik und der 1. Med. 
Klinik, Herrn Dr. Klinke, 1. G. Farben, Biolabor Oppau, sind wir fiir die 
mannigfache Unterstiitzung unserer Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. 


Experimentelles. 

Tabelle I. Spaltung von dl-Leucyl-glyein durch Brown-Pearce- 
Tumorextrakte und durch Plasma von Tumor- und Normal- 
kaninchen. 

Enzym: Die Tumoren wurden nach der Entnahme zerrieben, | Teil Ge 
webebrei mit 2 Vol.-Teilen Glycerin 87 °,ig und | Teil Puffer m/3, py 7,8 
vermischt, !/, Stunde geschiittelt, 12 Stunden bei 0° extrahiert, zentrifugiert, 
3500 Umdr./Min.; Das Blut wurde aus der Ohrvene entnommen, iibet 
Oxalat aufgefangen und zentrifugiert. 
Substratstandardlésung : 9.40 ¢ dl-Leucylglycin + 12,5 cem 2,5n NH 
41,5cem m/3 Primarphosphat in 250 ccm. 

Versuchsansatz: l0cem Vol. 3,0 cem dl-Peptidstandardlésung + 7,0 ccm 
Extrakt baw. Plasma. Der Aciditatszuwachs wurde in der Titrationsprobe 
von 2cem des Ansatzes bestimmt. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten 
verbrauchte cem n/20 alkoholische KOH; 1.20cem Verbrauch bedeutet 
50°, Spaltung des dl-Peptids bzw. 100°, Spaltung der |-Komponente 





Aciditatszuwachs 
24 Std 48 Std. 96 Std 


ecm n 20 V9 ecm 1/20 . ecm n 20 , 
KOH Spaltung KOH Spaltung KOH Spaltung 


Brown- Pearce-Tumor, Kanin- 

chen 8577 1,03 43,0 sl! 49,0 
Brown- Pearce-Tumor, Kanin- 

chen 15 ; 47,5 17 | 48,5 


45.0 45.0 


Plasma von Tumorkaninchen 
50.0 


Serum von Normalkaninchen 
38 40.5 
52,0 7 48.5 22 52,0 


' F. Kégl u. H. Ervrleben, Zeitschr. f. physiol. Chem. 258, 57, 1939; 
261, 154, 1939. 
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Tabelle Il. Spaltung von dl-Leucyl-glyein durch Norma! 
und Carcinomseren. 
Substratstandardlésung: Wie bei Tabelle I, 
Versuchsansatz: 3,0cem Standardlésung + 7,0cem Serum py 


Alles iibrige wie bei Tabelle I. Die Seren wurden stets frisch verw: 





Aciditaétszuwachs bzw. °/) Spaltung 
24 Std. 2 Std. 120 Std 
Serum : eas Wit ionbed . =e sag 
ecm ver- ecm ver- ecem ver- 
brauchte brauchte brauchte 


0 0 
0 0 
KOH Spaltung KOH Spaltung KOH 


Normalserum 0.90 37,5 1,10 46,0 1,10 
0,68 28,5 0,90 37.5 0,90 
0,30 12,5 0,80 33,5 0,80 
1,20 50,0 1,22 50,5 1,08 
0,54 22,5 1,10 46,0 0,82 
0,2 11,6 0,60 25,0 0,60 
0,24 10,0 0,80 33,5 0,86 


Mittel : 





Carcinomserum 1 50,0 et 1,19 
2 41,0 1,14 1,14 

3 49,0 1,18 1,18 

46,5 1,16 1,16 

31,5 0,82 0.97 

17.5 1,00 1,06 

18,5 1,12 1.08 

20,0 1,16 1,20 

13,0 0,96 1,06 


Mittel: 


Tabelle IIT. GréBe der Spaltung von dl-Leucyl-glyein du 


verschiedene, stufenweise zugesetzte Extrakte und Sei 








Laugenverbrauch in 5cem Titrations; 
Extrakt — 
0 Std. 70 Std. Differenz 


Leberextrakt von Tumorkaninchen 30 15,57 17,75 2,18 
Tumorextrakt von Tumorkaninchen 30 11,55 15,82 4,27 
Serum von Kaninchen 20* 16,16 20,30 4,14 
Serum von Tumorkaninchen 35 14,81 18,70 3,89 
Menschtiches Ca-Serum 12.......... 16,45 19,40 2,95 


Menschliches Ca-Serum 11 16,72 1,28 


* Resorbierter Tumor, s. Ausfiihrungen 8. 260. 











Vorkommen v. d-Peptidasen in normalen u. carcinomatésen Organen. 263 


Erklarung zu Tabelle III. 
Exvtrakte: Die Organe (Leber, bzw. Netztumor eines Kaninchens) werden 
zerrieben, 1 Teil Brei mit 2 Teilen Glycerin 87 °,ig und 1 Teil Phosphat- 
puffer m 3 (PH 7 


0 
7,8) 24 Stunden bei 0° extrahiert; dann zentrifugiert, 
3500 Umdr. Min. 


Ansdtze: Im 10-cem-Kélbechen wurde 3cem dl-Leucyl-glycinstandardlésung 


2 cem im 


mit Extrakt oder mit Serum versetzt, und zwar etappenweise mit 
Abstand von 10 Stunden. Gesamtversuchszeit 70 Stunden, px 7.9, Tem- 
peratur 40°. Nach 48 Stunden werden 5 ccm Proben titriert und der Ver- 
brauch von n/20 alkoholischer KOH festgestellt. Zur Feststellung des 
(-Stundenwertes wird die Gesamtmenge Extrakt bzw. Serum, d. h. 7,0 cem, 
sofort zur Peptidmenge 3,0 cem gegeben und gleichfalls 5,0 cem titriert. 
Ein Laugenverbrauch von 3,00 cem in der Titrationsprobe bedeutet 50°, 
Spaltung des dl-Peptids bzw. 100°, Spaltung der |-Komponente. Blindwerte 
der Extrakte oder Seren sind von den Hauptwerten abgezogen. 


Tabelle IV. Spaltung von dl-Leucyl-glyecin durch ein Carcinom- 
serum; Anwendung verschiedener Standardlésungen. 
Standardlisung I: Wie bei Tabelle IT. 

Standardlésung II: Wie bei Waldschmidt-Leitz und K,. Mayer (l.e.), also 
94g dl-Leucylglycin 100 cem nAmmoniak-Ammonchlorid (1: 1) 


+ 2.5cem n Essigsaure. 


Ansatze und alles iibrige wie bei Tabelle IT. 





Aciditiitszuwachs bzw. ©’, Spaltung 


. : 24 Std. 72 8 ) Ste 
Carcinomserum 10 : 4 Std. td 1a td 
cem n/20 9/5 cem n 20 ( ecm n/20 ( 


KOH  Spaltung KOH Spaltung KOH Spaltung 


1,04 43,2 


9 
» 4 0,96 40,0 


Mit Standardsubstrat I .... 0,40 16,7 1,04 3, 
Mit Standardsubstrat IT... 0,52 21,6 1,04 3 


Die beiden Standardlésungen unterschieden sich voneinander nut 
durch eine geringfiigige Anderung in der Pufferfliissigkeit. Standardlésung I] 
(Waldschmidt-Leitz) enthalt Essigsiure, Standardlésung I enthalt Phosphat. 
Es war von vornherein zu erwarten, daB diese Verschiedenheit keine Differenz 
ergeben wiirde. Trotzdem wurde an einem Fall eines Ca-Serums ein Vergleich 
angestellt. Ein wesentlicher Unterschied war nicht zu erkennen. 


Auszug aus den Krankengeschichten. 


Ca 1: H. A. Alter 67 Jahre. Im Dezember 1938 wegen des plétzlichen 
Auftretens von Darmverschlu8 Operation. Dabei findet sich ein am oberen 
Sigmoid sitzendes Carcinom. Im August 1939 erneute Klinikaufnahme 
wegen Rezidivs. Am 6. Januar 1940 Apoplexie. Aus dem After entleeren 
sich stinkende Gewebsmassen. Der Patient erliegt an emer hinzutretenden 
hypostatischen Pneumonie. 


Aus dem Sektionsprotokoll : Ringférmiges, poly péses, zertallendes, 
stenosierendes Ca des Rectums mit Infiltration des Beckenbindegewebes. 
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Bronchopneumonie des rechten LUL, Apoplexie links, hochgi 
Kachexie. 

Ca 2: R.G. Alter 61 Jahre. Vor 4 Jahren am Zungengrund |, 
blutende Wucherungen; nach einiger Zeit starke Blutungen, deshalb K| 
aufnahme. Hochgradige Kachexie, hinten am Zungengrund ein zerfalle: 
blutendes Geschwiir. 


Diagnose: Blutendes Zungen Ca. 


Ca 3: B. J. Alter 46 Jahre. Seit Juni 1938 Blut im Stuhl und vermeh:t 
Stuhldrang. Spater Stenoseerscheinungen. Die Untersuchung ergil): 
oberhalb der Prostata etwa 5cm vom Anus entfernt eine circulare, krate) 
fOormig eingefallene Geschwulst. Mehrere Réntgenbestrahlungsserien. |) 
18. Dezember 1939 radikale Operation, die einen kleinhandtellergro 
kraterférmig eingefallenen Tumor der Rectumhinterwand ergibt. 

Ca 4: N.J. Alter 57 Jahre. Seit 19385 Magenbeschwerden, Pro}, 
laparotomie ergibt einen kleinkindskopfgroBen Tumor des Magens, de1 
der Cardia bis zum Pylorus reicht. Zahlreiche Lymphdriisen-Metastasen in 
Mesenterium. 





Ca 10: W. J. Alter 43 Jahre. Réntgenbefund: 10 em langer Defekt 
der Speiseréhre. Ca der Speiserdhre. 

Ca 5: P.H. Alter 68 Jahre. Am 25. Oktober 1939 plétzliche Lahmung 
beider Beine, der Blase und des Mastdarms, 

Diagnose: Zahlreiche multiple Knochenmetastasen am Skelettsyste 
groBer, grobhéckeriger Tumor der Prostata. 

Ca 6: S.A. Alter 50 Jahre. Seit Friihjahr 1938 Magenbeschwerde: 
Erbrechen und Blut im Stuhl. Am 13. Februar 19389 Magenresektion ww 
Anlegen einer Gastro-Enterostomie. 

Diagnose: Pylorusnaher Tumor des Magens mit Metastasen im grobe: 
Netz. Ende 1939 auch Metastasen in der Nabel- und Lebergegend, Klei 
apfelgroBe Metastase in der linken Leistengegend, R6éntgenbestrahluny 


Ca 7: M.H. Alter 66 Jahre. Vor 4 Jahren Beginn der Mage: 
beschwerden, zuerst bestrahlt. Vor 2 Jahren wegen eines am Magenausganyg 
sitzenden Ca operiert. Blut im Stuhl, 1939 erneut Beschwerden (recidiv) Ww 
Metastasierung. Wird bestrahlt. 

Ca 8&8: T. J. Alter 62 Jahre. Seit August 1938 Magenschmerzen, | 
im Stuhl und Erbrechen. 

Réntgendiagnose: Starke Wandveranderung des distalen Magens mit 
Durchbruch ins Colon transversum. Verdacht auf Tumor, wird zur Operat i 
eingeliefert. 

Ca 9: W. J. Alter 67 Jahre. Seit 3 Jahren Beschwerden. Obstipatior 
BlutimStuhl. Vor 1'), Jahren Anlegung eines Anus prater wegen Rectum | 
Hochgradige Kachexie. 

Call: S. A. Alter 67 Jahre. Seit 1935 Magenbeschwerden und stark: 
Gewichtsabfall. 


Befund: WleinkindskopfgroBe héckerige Geschwulst im linken O 
bauch. 

Rontgenbefund: Ausgedehntes Ca im unteren Corpusgebiet, Verda 
auf Ubergreifen auf das Pankreas, retroventriculare Metastasen. 
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Ca 12: G. T. Alter 58 Jahre. Seit langer Zeit ,,gutartiger’’ mediastinale1 
Tumor. Jetzt seit einiger Zeit Wirbelsaulenschmerzen. Réntgenologisch 
osteoklastische Knochenmetastasen in der Wirbelsaule. 


Klinische Diagnose: Bosartiger mediastinaler Tumor mit Knochen 
metastasen. 


Mensehliche Normalseren. 


Serum 1: P. J. Alter 28 Jahre. Diagnose: Panaritium des rechten 
Zeigefingers. Syringomyelie. 
Lo . . 


Serum 2: K. Alter 55 Jahre. Diagnose: Fistel des Brustbeins, Tbe 7 


Serum 3: H.R. Alter 21 Jahre. Diagnose: Neuritis. 


Serum 4: R.J. Alter 49 Jahre. Diagnose: Furunkel. 
Serum 3: . Alter 17 Jahre. Schwei®driisenabsze}. 
Serum 6: _G. Alter 26 Jahre. Schnittverletzung. 


Serum 7: M.W. Alter 20 Jahre. Stichwunde. 




















Uber die Aktivierung der Katalase in der Hefezelle 
durch Chloroform oder Toluol. 
Von 
K. Yamafuji, H. Imagawa und 8S. Suzuki. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zuckerforsc} 
in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 18, Januar 1940.) 


In einer Reihe von Arbeiten wurde gezeigt, daB die Katalase 
der lebenden Hefezelle oder im Seidenraupenei durch ultraviolett: 
Strahlen (1), Wasserstoffperoxyd (2) sowie mitogenetische Strahlung (3 
aktiviert wird. Diese Befunde bilden eine wesentliche Grundlage fix 
die Aufstellung unserer Theorie der biologischen Hydroperoxyid- 
bildung [(4) bis (8)]. lm Jahre 1919 fanden Kuler und Blix, dab di 
Katalsewirkung frischer Hefe bedeutend gesteigert werden kann 
wenn man der Hefesuspension Toluol oder Chloroform zusetzt ({) 
Um aufzuklaren, welche Beziehung zwischen dieser Erscheinung wid 
unserer Auffassung iiber die biologische Wasserzersetzung  bestelit 
haben wir in der vorliegenden Untersuchung die Hefe unter ve 
schiedenen Bedingungen mit Toluol oder Chloroform behandelt und 
den Aktivierungsgrad der Katalase in der Zelle, die Zahl der toten 
Hefezellen sowie die Veranderung der Atmungsintensitat der behandelte: 
Hefe bestimmt. 

Zunachst wurde festgestellt, daB die Steigerung der Katalas: 
wirkung durch Chloroform oder Toluol von der Kulturdauer sowie cet 
Rasse der Hefe abhangig ist. Der Aktivierungsgrad der Katalase de 
aus junger Kultur erhaltenen Hefe ist viel héher als derjenige ces 
Enzyms der aus alter Kultur erhaltenen. Es gibt Heferassen, dere: 
Katalase durch diese beiden Narkotica nicht aktiviert wird. Im 
gemeinen ist die aktivierende Wirkung des Chloroforms bedeutend 
gréBer als die des Toluols. Bei der Behandlung der Hefesuspensio1 
mit Narkotica bleibt die Zahl der toten Zellen unveradndert. Ks 
bemerkenswert, daB die mit Chloroform oder Toluol behandelte Het 
nicht mehr atmet. Bei kurzer Bestrahlung mit ultraviolettem Li 
wird aber die Atmung der Hefe nicht gestért, trotzdem dabei ebenta'!s 
die Katalase in der Zelle aktiviert wird. Die Katalase in der Zelle tritt 
nicht in die Lésung iiber, auch wenn die wasserige Hefesuspension 1 
Chloroform oder Toluol geschiittelt wird. Bei diesen Versuchen konnie 
wir ein klares Bild von der Beziehung zwischen der Aktivieruny 
erscheinung der Katalase durch Narkotica und unserer Theorie cc! 


biologischen Hydroperoxydbildung noch nicht erhalten. 





Aktivierung der Katalase in der Hefezelle. 


Die Zahl der toten Zellen vermehrt sich bekanntlich mit der Kultur- 
dauer der Hefe. Um die Beziehung zwischen der Lebenstatigkeit der 
Hefe und der Katalaseaktivierung zu erkennen, ist es daher notwendig, 
querst die Abhangigkeit des Steigerungsgrades der Katalasewirkung 
von der Kulturdauer zu untersuchen. Aus der Kojiagarkultur wurde 
eine wasserige Hefesuspension hergestellt. Zu 5 ccm der Hefesuspension 
wurden 3 cem Chloroform oder Toluol zugesetzt, bisweilen geschiittelt 
und nach einer Stunde wurde die Suspension zentrifugiert. Die ge- 
sammelten Hefezellen wurden wieder in Wasser aufgenommen und dann 
lie Katalaseaktivitat nach der frither mitgeteilten Methode (1) bestimmt. 
Zugleich wurde die Hefesuspension in der bekannten Weise mit 0,04 °Liger 
Methylenblaulésung behandelt und die Zahl der toten Zellen mit Hilfe 
eines Hamacytometers ermittelt (Tabelle 1). 


Tabelle I. 





Katalaseaktivitaét in k- 104 Tote Zellen in © 
Kulturdauer 
n Tagen ohne mit mit ohne mit 
Narkoticum Chloroform Toluol Narkoticum Chloroform 


Saccharomyces cerevisae. 
39,0 59,0 26,3 15,0 
41,3 173,9 82,2 25.8 
19,1 345.6 38,5 : 
40,6 477,4 51,5 47,0 

Saccharomyces batta. 

69,7 71,5 33,7 7,0 
25,9 71,8 78,4 14,1 
99,2 24,6 26.5 26,8 


58,9 53,9 45,8 


Saccharomyces formosensis. 
59,7 10,8 22 7,3 
52,4 17,3 by 13,4 13 
12,9 23,4 24,7 25, 24 
36,6 27,6 24,6 37,0 7, 3 


, 
, 


6,9 


Die Katalase von Saccharomyces cerevisiae wird durch Narkotica 
viel stirker aktiviert als die von Saccharomyces batta [vgl. (10)]. Wir 
konnten aber dabei eine so starke Aktivierung, wie sie Euler und Hell- 
‘trom fanden (11), nicht beobachten. Bei Saccharomyces formosensis 
findet hingegen niemals eine Steigerung der Katalasewirkung, sondern 
im Gegenteil stets eine Hemmung statt. Obwohl die Anzahl der toten 
Hefezellen in der aus ganz junger Kultur hergestellten Suspension 
veringer ist als in der aus etwas Alterer Kultur bereiteten, so ist der 
\ktivierungsgrad der Katalase der ersterwaihnten Hefesuspension 
niedriger als derjenige des Enzyms der letztgenannten. Aus diesem 
Befund sowie aus der Tatsache, da® sich die Zahl der toten Zellen in 
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der Suspension durch Behandlung mit Chloroform oder Toluol nich; 
vermehrt, ist ersichtlich, daB zwischen der Aktivierungserschei! 
der Katalase und dem Tod der Hefe keine direkte Beziehung beste 
Unter den obenerwaihnten Versuchsbedingungen kann die Katalas: 
wirkung der Hefe durch Chloroform héchstens um 1800°, gesteigert 
werden, waihrend der héchste Steigerungsgrad durch Toluol etwa 300) 
betragt. 

Die Hefezellen wurden dann in einer 0,9°,igen Natriumchlorid 
ldsung oder einer 5°,igen Glucoselésung suspendiert und nach der 
3Jehandlung mit Narkotica auf oben beschriebene Weise die Katalas: 
wirksamkeit sowie die Zahl der toten Zellen ermittelt (Tabelle II 


Tabelle II. 





Katalaseaktivitat in & - 10+ Tote Zellen in 


Suspe ie Saccha- ¥ - } Ose - > va CI- COS 
uspendiert (Saccha- | we cor NaCl Glucose Wasses NaCl Glu 
romyces cerevisae) in | Lésung losung Lésung losur 


Mit Chloroform .. 656 670 643 35.5 36,6 
Mit Toluol...... 31 32 31 38,1 39.0 


Tabelle IL zeigt, daB die katalaseaktivierende Wirkung des Chlor 
forms oder des Toluols durch Zusatz von Natriumchlorid oder Glucose 
nicht beeinfluBt wird. 


In einer friiheren Mitteilung wurde berichtet, daB die Katalase in 
der Hefezelle durch Bestrahlung mit einer Quecksilberquarzlampe 
bedeutend aktiviert wird (1). Wir haben nun untersucht, ob durch 
ultraviolette Strahlen die Katalasewirkung der mit Narkotica vor- 
behandelten Hefe noch gesteigert wird. Die Zellen von Saccharomyces 
cerevisiae wurden in einer 0,9°%igen Natriumchloridlésung — aut 
genommen, 30 Minuten mit Chloroform oder Toluol behandelt und 
hierauf noch 30 Minuten im Abstand von 30 cm mit einer Quecksilber- 
quarzlampe belichtet (Tabelle III). 


Tabelle III. 





Katalaseaktivitat in k- 10+ 
NarkoGewm enbehandalt behandelt mit behandelt mit behandelt mit Nar 
ec Licht allein Narkoticum allein  koticum sowie | 


Chloroform... . 8,6 15,2 46,8 53,3 
8 


4 12,5 29,0 35,8 


Toluol 


Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, wirkt das ultraviolette Liclit 
auf die Katalase der vorher narkotisierten Hefe noch etwas aktivierei( 
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Man k6nnte annehmen, dab sich die Permeabilitat der Zellmembran 
ler Hefe durch Behandlung mit Narkotica verandert und dal die 
Katalase aus der Zelle in die auBere Fliissigkeit diffundiere. Um dies 
mu klaren, wurden die Zellen von Saccharomyces cerevisiae in Wasser 
suspendiert, zentrifugiert und die wasserige Lésung sowie die Hefe- 
zellen getrennt hinsichtlich ihrer katalatischen Wirksamkeit untersucht 
Tabelle IV). 

Tabelle LV. 





Katalaseaktivitit in &- 104 
ohne Narkoticum mit Narkoticum 
Hetezelle Wiisserige Losung Hefezelle Wisserige Lésung 


Chloroform 8 0 70.9 0 
Toluol 5H 0 24,9 0 


Aus Tabelle [V geht hervor, da®B aus der Zelle selbst nach der Be- 
andlung der Hefesuspension, welche eine Anzahl toter Zellen enthalt. 
nit oberflachenaktiven Stoffen kein Enzym in die umgebende Fliissig- 


keit gelangt. 
Hil. 


Bekanntlich besteht zwischender Atmung und der Katalasewirkung 
im Organismus eine enge Beziehung. Es war von Interesse zu unter- 
suchen, ob die Aktivierung der Katalase durch Narkotica in der lebenden 
elle mit einer Steigerung der Atmungsintensitat verbunden ist. Der 
Sauerstoffverbrauch der mit Chloroform oder Toluol behandelten Hefe 
wurde nach der manometrischen Methode von Warburg bestimmt 
Tabelle V). Die zugesetzten Narkotica miissen vorher durch wieder- 
holtes Zentrifugieren vollstandig entfernt werden, denn sie wirken 
uf die manometrische Messung stérend. 


Tabelle V. 


Hefe: Saccharomyces cerevisiae. Temperatur: 30°. Gas: Sauerstoff. 





Sauerstoffverbrauch in emm 
Zeit in Min. 
ohne Narkoticum mit Chloroform mit Toluol 


30 59 0 0 
60 81 0 0 


Bei der mit Narkotica behandelten Hefe scheint zwischen der 
\tmungsfahigkeit und der Katalaseaktivitat keine direkte Beziehung 
uu bestehen. 

Wir haben weiter die Hefe wie bei den Versuchen in Tabelle II] 
znachst mit ultraviolettem Licht bestrahlt und dann mit Chloroform 











270 K. Yamafuji, H. Imagawa u. 8S. Suzuki: Aktivierung der Katals; 


Tabelle VI. 





Sauerstoffverbrauch in cmm (Saccharomyces cerey 
Zeit - - 


Narkoticun : : 
sears : in Min. 


behandelt behandelt mit 


unbehandelt mit Licht allein | sowie Narkot 


: 99 9 
Chloroform on 34 y : 


Wm 30 20 19 () 
er eproerers | a zs hs 4 


behandelt. Nach dem Zentrifugieren wurde die Atmungsintensitat 
dieser Hefe nach dem obenerwahnten Verfahren bestimmt (Tabelle \] 

Kine 30 Minuten lange Bestrahlung mit ultraviolettem Licht ji}t 
also auf die Atmung der Hefe keine st6rende Wirkung aus. 
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Vereintachte Ausfiihrung der jodometrischen 
Titration bei der Blutzuckerbestimmung nach dem 
Ferricvanidverfahren’. 

Von 
L. Jendrassik und <A. Polgar. 

Aus dem pathochemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik det 
Universitat Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 31, Dezember 1939.) 


Unter den Mikromethoden, welche zur Bestimmung des Blut- 
mckers heute Verwendung finden, sind trotz zahlreicher neuerer Vor- 
schlage noch immer die Ferricyanidmethoden, besonders die von Hage- 
lorn und Jensen angegebene (in ihrer urspriinglichen oder kaum ab- 
yeanderten Form), am meisten verbreitet {1). Diese Methode, welche 
mr Zeit ihres Erscheinens einen wesentlichen Fortschritt bedeutete, 
bedient sich einer jodometrischen Titration und bestimmt jene Menge 
Ferricyanid, welche nach Ablauf der Zuckerreduktion ibrigbleibt. 
Trotz der Vorteile, welche diesem Verfahren zweifellos zukommen, 
darf seine heutige Verbreitung doch zum grofen Teil dem Festhalten 
an etwas Altgewohntem, relativ Gutem zugeschrieben werden. Fast 
alle Teile des Verfahrens kénnen verbessert werden, wie dies in den 
verschiedenen Vorschlagen der letzten Zeit gezeigt wurde. 

Wir haben bereits darauf hingewiesen, daB man die EiweiBfallung 
und die Trennung des Niederschlags vereinfachen kann (2). Dieses 
Verfahren wird ausfiihrlich erst mit anderen Abanderungen gemeinsam 
beschrieben, welche wahrend einer weiteren Verfolgung dieser praktisch 
wichtigen methodischen Frage gefunden wurden (3). Nachstehend 
ollen aber schon jetzt Modifikationen zur Vereinfachung der jodo- 
netrischen Ferricyanidmethoden (nach Hagedorn-Jensen und spaterer) 
beschrieben werden. 

Bei der Hagedorn-Jensenschen Methode wird bekanntlich nach 
erfolgter Reduktion das tibriggebliebene Ferricvankalium in Anwesen- 
heit von Zn-Ionen jodometrisch bestimmt. Zu diesem Zwecke wird 
zuerst 3 (bzw. 2) ccm einer Lésung, welche KJ, ZnSO, und NaCl enthalt, 
dann 2cem 3° ige Essigsiure zugefiigt, darauf mit einigen Tropfen 
Starkelésung versetzt und mit n/200 Natriumthiosulfat titriert. Ein 
Nachteil dieser Arbeitsweise ist erstens, daB das KJ in Anwesenheit von 


InSO, nicht bestindig ist: es wird HJ gebildet, aus dem durch Oxy- 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Fiirst Esterhazy-Stiftung. 
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dation Jod entsteht. Deswegen muB eine Lésung von ZnSO, und Nac 


bereitet, gesondert aufbewahrt und darin taglich die nétige Menge an K J 
aufgelést werden, oder man muB sie mit einer ebenfalls getrennt au 
bewahrten Lésung von KJ im richtigen Verhaltnis versetzen. Dies 
wie auch die Zufiigung dreier Lésungen und im geringeren Grade die 
Verwendung von zwei Pipetten, ist aber unbequem und sicherlich nicht 
optimal einfach. 

Zwecks Vereinfachung haben wir zwei Loésungen zusamme 
gestellt, die méglichst konzentriert (um die Tropfenzahl zu erniedrigey 
und méglichst bestandig sein sollen, ohne daB die Reaktionsfahigkeit 
der Starke geschadigt, und ohne daB Jod in Freiheit gesetzt wird. 
Letzteres haben wir durch eine schwache Alkalisierung mittels Natrium. 
bicarbonat erreicht. Die Verwendung von starkerer Lauge, NaOH 
oder Na,COg,, ist wegen Schadigung der Starke nicht ratsam, da ihr 
Reaktionsfahigkeit gegeniiber Jod leidet. 

Folgende Lésungen haben sich gut bewahrt: 

Lésung I. 100 com Wasser wird nahe zum Sieden (etwa auf 90°) erhitzt, 
darin 1 g lésliche Starke gelést, im Wasserbade schnell abgekiihlt, dann 
werden darin noch 30g Kaliumjodid und 0,2 g Natriumbicarbonat aut 
gelést. Nach Zusatz von | bis 2 Tropfen Toluol ist diese Lésung wochenlany 
unverandert haltbar. 

Lésung II. 1 Volumteil einer 45°,igen Losung von krist. ZnSO, 
(welche als Stammlésung zur Hagedorn-Jensen-Methode dient) wird mit 
2 Volumteilen 40 volum-°,iger Schwefelsiure gemischt. 

Anwendung. Nach Beendigung der Reduktion und vollstindigen 
Auskiihlen werden in die Réhrchen erst je drei Tropfen der Lésung I. 
sodann je zehn Tropfen der Lésung II eingebracht und durch Schiitteln 
vermischt: Die Titration erfolgt wie iiblich durch n/200 Thiosulfat 
Die entstehende Farbe ist, besonders gegen Ende der Titration, schén 
‘ blauviolett und verschwindet scharf. 

Saure Lésungskombinationen sind unvorteilhaft, da die Reaktions 
fahigkeit des Jods schon nach einigen Tagen merkbar leidet. In solchen 
Fallen wird gerade am Ende der Titration die Jodfairbung schwacher 
der Umschlag verwischt und verzégert. Um anderen etwaige derartiy: 
Versuche zu ersparen, sei auch eine andere Kombination angeygeben 
die aber nicht so gut ist. 

Lésung A: 30%, KJ. Lésung B: In 60 ccm fast siedendem Wasse! 
wird 1 g lésliche Starke aufgelést, schnell abgekiihit, und darauf 10 g krist 
ZnSO, und endlich noch 40 cem konz. Essigséure zugefiigt. — Von Losung A 
werden 3 Tropfen, von Lésung B 10 Tropfen in das Reduktionsréhrche: 
(nach Abkiihlen) gegeben. B ist nur einige Tage lang haltbar. 

Eine andere bekannte Unannehmlichkeit der Jodometrie besteli' 
darin, daB die Thiosulfatlésungen nicht geniigend bestandig sind wii 
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besonders in verdiinnten Loésungen schnell ihren Titer andern. Aus 
diesem Grunde pflegt man die n 200-Lésungen stets frisch aus n/10- 
Lisungen zu bereiten. Man versuchte diesen Fehler durch Zusatz von 
Ammoncarbonat zu beheben (4), jedoch ohne geniigenden Erfolg. 
L. W. Winkler empfahl 0,01 °,, Mercuricyanid (5), das die Bestandigkeit 
| bis2 Monate sichern konnte. Mayr und Kerschbawm haben den Zusatz 


von 1% igem Garungsamylalkohol vorgeschlagen, was auch Bestandigkeit 
fiir tiber 1] Jahr sichern soll. Nach Winkler wirkt ebensogut Lsobutyl- 


alkohol, dessen Geruch ertraglicher ist (6). Unsere Erfahrungen mit 
diesen Mitteln sind nicht so gut, besonders in n/200-Lésungen, wahr- 
scheinlich wegen dem hohen Kohlenséuregehalt unseres destillierten 
Wassers. Mit Riicksicht darauf, da im Natriumthiosulfat die durch die 
Kohlensaure freigesetzte Thioschwefelsiure zersetzlich ist, haben wir 
mr Konservierung einen Zusatz von NaOH versucht, und zwar mit 
gutem Erfolg. Nach unserer Erfahrung besitzt schon eine Konzentration 
von n/ 50 NaOH auf n/200 bis n 10 Na, S,O3-Lésungen eine schiitzende 
Wirkung, welche sich auf Wochen und Monate erstreckt. n 10 NaOH 
schiitzt auch fiir 16 Monate vollstandig. Es war z. B. der Faktor einer 
n 200 Na,S.O,-Lésung am 16. Juli 1938 (mit geeichten Geraten durch 
Kaliumbijodat ermittelt) 1,042, am 18. Oktober 1939 war dieser 1,046, 
also innerhalb der Fehlergrenzen derselbe Wert. Die Lésung wurde dabei 
in einer weiBen Flasche, ohne Lichtschutz aufbewahrt. Die Laugen- 
konzentration st6rt bei der Titration nicht, da diese in einem bedeutenden 
SauretiberschuB ausgefiihrt wird. Auch eine Kombination von NaOH 
und Amyl- bzw. Ilsobutylalkohol ist méglich, nach unseren Erfahrungen 
geniigt aber auch n/10 NaOH allein. 


Die Alkalisierung wird in den analytischen Lehrbiichern bei der 
Herstellung von Thiosulfatlésungen nicht empfohlen, nur in der Mikro- 
methodik F. Pregls finden wir an einer Stelle (7) den Zusatz von 0,1 g 
NasCO, auf 250 ccm n/10 Natriumthiosulfatlésung angegeben. An 
anderen Stellen wird auch hier Amylalkohol als Konservierungsmittel 
empfohlen. 


Unser Vorschlag ist daher im Prinzip nicht neu, NaOH diirfte 
jedoch wirksamer als Carbonate sein. Wir glauben jedenfalls, daB ihre 
Verwendung vorteilhaft und empfehlenswert ist. 


Zusamm enfassung. 


Zur Vereinfachung der Jodometrie bei der Zucker- und Blutzucker- 
bestimmung nach den Ferricyanidmethoden schlagen wir die Ver- 
wendung zweier Lésungen vor, deren erste Starke, Kaliumjodid und 
als Schutzmittel Natriumbicarbonat enthait; die andere besteht aus 
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Zinksulfat und Schwefelséure. Beide werden aus Tropfflaschen 2) 
gesetzt. 


Als Schutzmittel fiir Natriumthiosulfatlésungen wird n/50_ bis 
n/10 Natriumhydroxyd empfohlen. 


Literatur. 
1) H.C. Hagedorn u. N. B. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923; 137 
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Zur Chemie des Verderbens der 
X. Mitteilung: 
Die Beteiligung der Katalase!. 
Von 
35 K. Taufel und R. Miiller 2. 
L639 (Aus dem Institut fiir Lebensmittelchemie der Technischen Hochschule 
Karlsruhe.) 
(Eingegangen am 10. Februar 1910.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Von der Tatsache ausgehend, daB die biologischen Oxydo-Reduk- 
tionsprozesse des Stoffwechsels bei Mensch, Tier und Pflanze ganz all- 
yemein von spezifisch geeigneten Enzymen, den Redoxasen, gesteuert 
und tiberwacht werden, liegt es nahe, auch den oxydativ bedingten 
Abbau der Fette auBerhalb des Organismus, namlich ihr Verderben, 
damit in Beziehung zu setzen3. Diese Auffassung muB heuristisch wert- 


voll sein, insbesondere insofern, als sich damit ganz bestimmte Frage- 


stellungen fiir die Forschung ergeben, die experimentell auf ihr Fiir 


und Wider gepriift werden kénnen. 

Was die positiv katalysierende Seite der Fettoxydation durch Enzyme 
und damit die Lagerfestigkeit der Fette und fetthaltigen Lebensmittel 
mlangt, so hat man diese Frage — von der Betrachtung der beschleuni- 
yenden Wirkung durch Spuren von Metall (Eisen, Kupfer, Nickel, 
Kobalt, Zink usw.), also durch anorganische Katalvsatoren, sei hier 
\bstand genommen erst in den letzten Jahren umfassender auf- 
vegriffen. Wie vor allem ('. H. Lea‘ ausfiihrlich dargelegt hat, konnte 
erwiesen werden, dafs bei der oxydativen Fettzersetzung im tierischen 
ler pflanzlichen Fettgewebe oxydierend wirkende Biokatalysatoren 


1 9. Mitt. vgl. diese Zeitschr. 304, 137, 1940. Auf S. 139 der vorgenann- 
ten Arbeit tiber den Einflu8 von Chlorophyll und von Xanthophyll haben 
wir die Auffindung des im Chlorophyll enthaltenen reaktionsfahigen Kohlen- 
stoffatoms, das zur Hydrierung bzw. Dehydrierung disponiert ist, A. Stoll 
Naturwiss. 20, 955, 1932) zugeschrieben. Wie uns Herr Geheimrat Prof. 
Dr. H. Fischer-Miinchen mitteilt, hat er, nachdem zuerst J. B. Conant die 
Anwesenheit von aktivem Wasserstoff im Chlorophyll gefunden hatte, den 
Ort desselben in der Molekel ermittelt (Liebigs Ann. 490, 55, 1931). 2 Die 
Untersuchungen wurden mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaft - 
iche Gewerbeforschung, ausgefiihrt; es sei auch hier fiir die Unterstiitzung 
bestens gedankt. 3Vgl. hierzu die Ausfiihrungen von K. Tdufel, Fettchem. 
Umschau 42, 164, 1935. 4 Vel. C. H. Lea, Chem. and Ind. 58, 479, 1939; 
hier auch Angabe weiterer Literatur. 
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(Lipoxydasen) beteiligt sind; dies wurde z. B. gezeigt fiir Sojabohne) 
gewebe, fiir Heringsmuskel, fiir Schweinemuskel sowie anhangende, 
Fettgewebe. Auch in der Milch ist nach S. Kende! ein die Oxydat io 
des Fettes beschleunigendes Enzym enthalten. 

In folgerichtiger Weiterfiihrung der aufgeworfenen Fragestelliuny 
wird man zwanglos zu der Auffassung gefiihrt, daB es umgekehrt auc! 
Biokatalysatoren geben muB, die die Oxydation eines Fettes hemmen 
Die Kenntnis solcher zur Gruppe der Redoxasen gehérigen Stoffe wn 
ihres Wirkungsmechanismus ware fiir die Fragen der Vorratshaltuny 
der Lebensmittel von grundsatzlicher Bedeutung. Es stellt dahe 
einen wichtigen Fortschritt dar, wenn .W. R. Coe? die Katalase unter 
solchen Gesichtspunkten betrachtet und sie gemaiB dem USA.-Patent 
Nr. 20975163 zur Verzégerung des autoxydativ bedingten Verderbens 
der Fette heranzieht. MaBgebend ist dabei folgende Uberlegung gewesen, 

Die Katalase, ein kristallisiert (J.B. Sumner und A. L. Dounce! 
dargestelltes Haminproteid, dessen Farbstoffkomponente als Prot: 
hamatin IX des Hans Fischerschen Schemas zu betrachten ist °, ist 
ein unbedingt erforderlicher Bestandteil der aeroben Zellen. Es hat 
hier bekanntlich die Aufgabe, das bei der Atmung durch Sauerstoff. 
hydrierung gebildete Hydroperoxyd, das ein Zellgift ist, unter Bildung 
von Wasser und von molekularem Sauerstoff zu zerlegen. 

Nun wei man, daB bei der Autoxydation der ungesattigten Fett 
siuren bzw. Fette zunichst Hydroperoxyd bzw. Peroxyde der Fett: 
entstehen. Der weitere destruktive Umsatz der letzteren fiihrt in Folge 
reaktionen dann zu jenen Zersetzungsprodukten, die das sinnlich wahr 
nehmbare Verderben hervorrufen. Die katalatische Zerstérung de: 


primar gebildeten Hydroperoxyds — vgl. die nachstehende schematiscly 
Formulierung®; fiir Fettsaureperoxyde ware der Umsatz sinngemal 
_ darzustellen wiirde sich somit als autoxydationshemmend auswirke: 
und kénnte die Haltbarkeit des Fettes erhéhen. Der Katalase kan: 
also die Rolle eines Antioxygens zu. 


a4 oe HO-OH wen Ce 
i + + Katalase —» 2H,O + O, | 
Byers, 2; | HO-OH ikea 
(Ungesattigte (Hydro- (Antioxygen) 
Fettsiure) | peroxyd) 


' Milehwirtschaftl. Forsch. 18, 111, 1932. 2 Oil and Soap 16, 250 
1938. 3 Vgl. Chem. Centralbl. 19388, [, 773. ' Science (N. Y.) N.S 
85, 366, 1937. 5 Vgl. Th. Bersin, Kurzes Lehibuch der Enzymologi 
S. 106ff. Leipzig, Akadem. Verlagsgesellschaft, 1938. — ® Nach dem Schem 
kommt es trotz der Anwesenheit des reaktionsfahigen Hyd: operoxyds nic! 
zur Bildung von Fettsaureperoxyd, die ungesattigte Fettsdéure wird som' 
chemisch nicht verandert. 
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Zur Chemie des Verderbens der Fette. X. 
Ob die Natur wahrend der Periode des latenten Lebens bei fett- 
reichen Samen neben anderen Faktoren auch durch Einsatz der Katalase 
das Fett vor biologisch unerwiinschter Oxydation schiitzt, bei der 
Keimung aber durch AuBerwirkungsetzen derselben die erforderliche 
Fettoxvdation mit in Gang bringt, muB dahingestellt bleiben. Das 
Schrifttum! sagt unseres Wissens dariiber etwas Sicheres nicht aus. 
Die auBerordentlich weite Verbreitung der Katalase im ganzen Organ- 
reich, vor allem auch in den fetthaltigen Materialien2, legt einer solchen 
\uffassung formal Schwierigkeiten nicht in den Weg. 


Es leuchtet ein, daB die Frage der ,,antioxygenen Wirksamkeit™ der 
Katalase, wie schon erwahnt, fiir die Praxis von grundsatzlicher Be- 
deutung ist. Die bisher vorliegenden experimentellen Eriahrungen 
reichen aber nicht aus, die obwaltenden Verhaltnisse zu iiberblicken. 
Es miissen insbesondere Kenntnisse gesammelt werden dahingehend. 
ob und wieweit katalatische und antioxygene Wirksamkeit einander 
parallel gehen oder ob zur Entfaltung der antioxygenen Wirksamkeit 
der Katalase noch andere und welche Faktoren erforderlich sind. Schon 
vor der Veréffentlichung der vorerwahnten Arbeiten von MM. R. Coe 
hatten wir Versuche in der aufgezeigten Richtung mit Modellsubstanzen 
durchgefiihrt ; nachfolgend wird iiber die Ergebnisse einiger systemati- 
scher, spaterhin durch neueres Mategial zu erganzender Untersuchungen 
berichtet. 


Zusammenfassend geht aus den nachstehend beschriebenen Ver- 
suchen hervor, daB im Falle der Heranziehung von Katalasepraparaten 
aus Pferdeleber dem Olivenél gegeniiber eine eindeutig die Autoxydation 
hemmende Wirkung feststellbar ist, deren Ausgangspunkt, entsprechend 
den Ergebnissen der modellmaBigen Schiittelversuche (Abschnitt 1), in 
einer Zerlegung von Peroxyd zu suchen sein diirfte. 


Die Gr6Be der Hemmwirkung geht aber zweifelsfrei dem katalatischen 
Wirkungswert nicht parallel. Daraus ist zu folgern, dafS neben der 
Katalase in wasserig-alkoholischer Lésung noch ein weiterer Faktor 
vorhanden ist, der ebenfalls auf die Geschwindigkeit der Autoxydation 
verzogernden EinfluB8 nimmt. Vorstellungen, in welcher Richtung dieses 
Antioxydans bzw. diese Antioxydantien zu suchen sind, vermitteln die 
Versuche mit den katalatisch unwirksamen, antioxygen aber wirksamen 
bei der Ausfallung der Katalase entstandenen ,.Restlésungen‘’ sowie 
mit den sich analog verhaltenden Chloroform-Extrakten von den 
Wasserig-alkoholischen Leberausziigen. Darauf  beziiglicne Unter- 
euchungen sind seit langerer Zeit schon mit Erfolg im Gange 


' Vel. z. B. H. von Euler, Chemie der Enzyme, 2. Teil, 3. Abschnitt, 
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Experimenteller Teil. 
1. Schiitielversuche mit Katalase}, 

Wenn die Katalase unter geeigneten Versuchsbedingungen «yt. 
oxvgene Eigenschaften dem Fett gegeniiber entfaltet, dann ist gedank|ich 
ihr Angriffspunkt in erster Linie in der Aufspaltung des in autoxydierten 
Produkten vorhandenen Hydroperoxydes zu Wasser und Sauerstoff zy 


suchen. Trifft diese Annahme zu, so steht zu erwarten, daB der Peroxyd 
wert autoxydierter Fette man muB aus den bisher vorliegendey 
experimentellen Erfahrungen folgern, dab die Peroxyde autoxydierter 


Fette Gemische aus Hydroperoxyd und anderen Peroxyden sind? — jn 
Abhangigkeit von der Menge des Hydroperoxyds zuriickgeht. In dieser 
tichtung wurden einige Modellversuche angestellt in der Weise, dai 
ein Olivené6l mit bekanntem Gehalt an aktivem Sauerstoff mit einem 
katalasehaltigen Praparat versetzt und nach einer gewissen Zeit erneut 
der Peroxydwert darin ermittelt wurde. Die Ergebnisse zweier solcher 
Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. Es geht daraus hervor, 
da unter den gewahlten Versuchsbedingungen ein recht beachtlicher 
Riickgang des Peroxydwertes auf annahernd die Halfte des urspriing. 
lichen Gehalts eintritt. Man darf also, Entfaltungsmdéglichkeit der 
Katalase vorausgesetzt, eine Steigerung der Haltbarkeit von Fetten 
und fetthaltigen Lebensmitteln sehr wohl erwarten. 


Tabelle 1. Einflu®B von katalasehaltigen Praparaten auf den 
Peroxydwert von Fetten. 
Erlduterung. Es wurde ein Olivenél von bekanntem Peroxydgehalt (be 
stimmt nach C,H. Lea*) mit einem Katalasepraiparat versetzt und dann 


wieder der Peroxydwert ermittelt. 





1. Ansatz 2. Ansatz * 


Blinder Versuch) Versuch mit Blinder Versuch _, Versuch mit _ Versuch mit 
(1 Std. stehen- —-Katalase (1 Std. (20 Min. Katalase (einfache | Katalase (doppelte 
gelassen) stehengelassen) geschiittelt) pp oda Mi os (20 Me : 
Verbrauch an Verbrauch an Verbrauch an Da pa oon saa 
n 100 Nay $2.0; n/100 Nay Sy Os n/100 Nag 8, 0, n/100 Na» 8, 0, . 100 Na, $, 0, 
ecm eem ecm eem cem 


4,98 2.37 30,8 21,5 


* Das hierfiir benutzte Olivendl war durch Ultraviolettbestrahlung rasech auf einen hob 
Peroxydwert autoxydiert worden; das im Kopf der Tabelle I als ,,Katalase‘‘ bezeichnete Priparat 
stellt nicht reine Katalase, sondern eine katalatisch wirksame Substanz dar. 


! Bei der Durchfiihrung dieser Versuche erfreuten wir uns der dankens 


werten experimentellen Unterstiitzung durch Herrn cand. chem. H. Wolfe) 
stddter, 2 Vgl. z. B. T. P. Hilditch wu. J. J. Sleightholme, J. Soc. chem 
Ind. Chem. und Ind, 51, 39 T, 1932; K. Tdufel u. A. Seuss, Fettchem. Um 
schau 41, 107, 131, 1934. 3 Vel. K. Tdufel u. J. Kéchling, Fette und 
Seifen 45, 493, 1938. 
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Die vorgenannten, in Auswahl angefiihrten Modellversuche, die die 
Darlegungen von WV. R. Coe! stiitzen, schneiden eine Reihe von 
theoretisch und praktisch grundsatzlich wichtigen Fragen an, die seit 
lingerer Zeit von uns bearbeitet werden und wortiber demnachst ein- 
gehender zu berichten ist. Zur ersten Klarung der Verhaltnisse wurden 
Versuche mit Katalasepriparaten verschiedener Art aus der sehr 
wirksamen Pferdeleber durchgefiihrt. 


? Antioxygene Wirksamkeit von verschiedenen Pferdeleberausziigen. 


Nach den Angaben des Schrifttums? wurde bei der Herstellung der 
Ausziige folgendermaBen verfahren: 200 g fein zerkleinerte Pferdeleber 
wurden mit 200 cem Wasser 1 Stunde lang in der NSchiittelmaschine 
digeriert. Zu der mit Eis abgekiihlten Suspension wurden 100 ccm 














4 32 47 49 
Lagerzert 

Abb. 1. Wirkung verschiedener Ausziige aus Pferdeteber auf die Autoxydation von Olivendél 
Kurve 1: ———— Olivendl (15 cem). 

Kurve 2: ++ — Olivenél (15 cem), mit 10 ¢ Pferdeleber verrieben und fittriert 

Kurve 3: _—: Olivendl (15 cem) lLeem Chloroformauszug aus Pferdeleber. 

Kurve 4: Olivenél (15 cem) leem wiisserig-alkoholischer Auszug (Katalase- 

haltig) aus Pferdeleber 


Alkohol gegeben. Hierauf erfolgte die Trennung von Lésung und 
festen Bestandteilen mittels der Zentrifuge. Zur dekantierten Lésung 
wurden unter Kiihlung nochmals 100 cem Alkohol und dann 100 cem 
Chloroform zugesetzt und kurz geschiittelt. Bei dem sich anschlieBenden 


Zentrifugieren schied sich das Eiweif an der Grenzflache zwischen 


der alkoholisch-wasserigen und der Chloroform-Phase in Form eines 
Kuchens ab. Es wurden eine klare, gelb gefairbte wasserig-alkoholische 


1 Oil and Soap 15, 230, 1938; vgl. auch USA.-Patent Nr. 2097516 
(Chem. Centralbl. 1938, I, 773). 2 4. Bertho u. W.Grassmann, Biochem. 
Prakt. S. 190; hier Angabe des Originalschrifttums. Berlin u. Leipzig, 
Verlag W. de Gruyter & Co., 1936. 
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Lésung sie zeigte, im Gegensatz zu den spateren Versuchen, }ej), 
ersten Ansatz nach der qualitativen Priifung nur vergleichsweix 
schwache katalatische Wirksamkeit — und eine katalatisch unwirksa ye 
schwach gelbliche Chloroformlésung (vgl. Abschnitt 4) erhalten 

Weiterhin wurden 10g fein zerkleinerte Pferdeleber mit 15 con 
Olivenél unter Zugabe von Seesand im MoOrser verrieben: beim Filtriere; 
entstand daraus ein klarer Auszug. Dieser letztere wurde gleichlaufend 
mit Olivenélproben, zu denen von den oben genannten alkoholisch 
wasserigen bzw. Chloroform-Extrakten Zusatze gemacht worden ware; 
im Stehversuch! hinsichtlich des Verhaltens bei der Einwirkung des 
Luftsauerstoffs im diffusen Tageslicht iiber langere Zeit hin verfolygt 
Die Ergebnisse sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. 

Aus Abb. | ist ersichtlich, daB die gepriiften drei Zubereitungen in 
Vergleich zum reinen Oliven6dl eine antioxygene Wirksamkeit entfalten 
die fiir den katalatisch aktiven Auszug (Kurve 4) am gr6Bten, aber auc} 
fiir die Hydroperoxyd nicht zersetzenden Ansatze (Kurven 2 und 3 
deutlich sichtbar ist. Nach dieser Sachlage zu urteilen, ist zu schlieBen 
daB der beobachtete antioxygene Effekt durch zweierlei Ursache: 
bedingt ist, naémlich einmal durch die Katalase (Kurve 4) und zum 
andern durch ein anderes Antioxydans (Kurven 2 und 3). Zur Klarung 
der Verhaltnisse wurde folgende Versuchsreihe angesetzt. 

Es wurde aus 100g fein zerkleinerter Pferdeleber in der vor 
beschriebenen Weise ein alkoholisch-wasseriger Auszug (Katalase 
lésung 1) hergestellt. Der hierbei nach dem Zentrifugieren hintet 
bleibende Leberbrei wurde anschlieBend mit 50 ccm Olivenél 1 Stunde 
geschiittelt und dann das 61 durch Zentrifugieren wieder abgetrennt 
Bei einer zweiten Versuchsreihe wurde umgekehrt aus 100 g zerkleinerter 
Pferdeleber zuerst mit 50 ccm Olivenél ein Olextrakt und anschlieBend 
in der oben beschriebenen Weise der alkoholisch-wasserige Auszuy 
(Katalaselésung 2) hergestellt. Die eben gekennzeichneten beide: 
alkoholisch-wasserigen Extrakte, die katalatisch wirksam_ waren 
dienten zur Vornahme von Stehversuchen (vgl. Abb. 2). 

Nach Abb.2 verursachen die beiden Leberausziige (Katalase 
lésungen 1 und 2) eine auch bei den Wiederholungen solcher Versuchs- 


reihen generell repreduzierbare Hemmung der Autoxydation. Uber 
die GréBe der Verzégerung aber lieB sich eine Gesetzmabigkeit nich! 
ermitteln: Die Katalaselésungen 1 und 2 verhielten sich unterschiedlic! 


(vgl. hierzu auch Abb. 5, Kurven 2 und 3). Wahrend nach Abb. 2? 
beide Ausziige etwa gleich stark wirkten, war bei anderen Versuclis 
ansatzen einmal die Katalaselésung | starker antioxygen als die Katalas 
lésung 2, zum andern war es gerade umgekehrt. 


' Vel. A. Teufel u. R. Miiller, diese Zeitschr. 804, 137, 1940. 
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Wichtiger als die vorgenannten experimentellen Feststellungen 
war im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen die Frage nach dem 
7Zusammenhang zwischen der GréBe der katalatischen Wirkung der 
Leberextrakte und ihrer antioxygenen Wirksamkeit. Hierzu_ ist 
folgendes zu sagen. 

Bei einem Versuch zeigte die Katalaselésung 1 bei einem Katalase 


wert von 13770 eine starker antioxygene Wirkung als die Lésung 2 mit 
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Abb. 2. Antioxygene Wirksamkeit wiisserig-alkoholischer Ausziige aus Pferdeleber 
Kurve 1: ————._ Olivendl (15 cem) 0.5 cem Athylalkohol 0,5 cem Wasser (Blindversuch) 
Kurve 2: —-—-— Olivenél (15 ecm) + 1 cem “Katalaselésung 2. 


Kurve 3: Olivenél (15 cem) Leem Katalaselésung 1. 


einem Katalasewert von 16375. Bei einem anderen Versuch hemmten 
zwei Lésungen mit einem Katalasewert von 7710 bzw. 3035 praktisch 
die Autoxydation im gleichen Ausmab. Bei einem dritten Versuch 
zeigte die Katalaselésung 1 bei einem Katalasewert von 16715 gegen- 
iber der Lésung 2 mit einem Katalasewert von 9608 die schwachere 
Hemmwirkung. Bei einem vierten Versuch schlieBlich gehérte zur 
Katalaselésung 1 vom Katalasewert 13000 eine starkere Hemmung der 
Autoxydation als zur Lésung 2 mit dem Katalasewert 16390. 

Die vorgenannten Ergebnisse legen dar, dai unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen eine Parallelitat der katalatischen Wirkung und 
ler Hemmung der Autoxydation nicht besteht. Daraus ist, was in den 
\usfiihrungen zu Abb. 1 schon kurz erwahnt worden ist, zu schlieBen, 


laB bei der von den gepriiften Katalasepraparaten ausgelésten anti- 


xygenen Wirkung neben der Katalase noch ein weiterer Faktor be- 


teiligt sein muB (vgl. hierzu auch Absatz 3). 


Antioxrygene Wirksamkeit von gefallter Katalase und dev dabei ent- 
stehenden Restldsung. 
Unter Benutzung der Arbeitsvorschrift von S. Hennichs! wurden 


ie gemaB dem vorangehenden Abschnitt 2 aus Pferdeleber hergestellten 


' Diese Zeitschr. 145, 288. 1924 
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zwei wasserigen Ausziige (Katalaselésungen 1 und 2) mit einem Uber. 
schuB von Alkohol (auf 1 Volumen Extrakt 2 Volumina Alkoho| 
gefallt, der Niederschlag durch Zentrifugieren abgetrennt und jy 
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Abb. 3. Antioxygene Wirksamkeit von mit Alkohol gefiillter und in Wasser wieder aut 
geliéster Katalase. 
Kurve 1: —— Olivendl (15 ecm) 1,0 cem Wasser (Blindversuch). 
Kurve 2: — Olivenél (15 cem) 10cem Katalaselésung 4. 
Olivenél (15 cem) 1,0cem Katalaselésung 3. 
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Abb. 4. Antioxygene Wirksamkeit der bei der Ausfiillung der Katalase hinterbleibenden 
Restlésungen. 
Kurve 1: —————_ Olivenél (15 eem) + 0,33.cem Wasser + 0,67 c¢em Alkohol (Blind- 
versuch). 
Kurve 2: os Oliven6dl (15 cem) + 1,0 cem Restlésung 4. 
Kurve 3: Olivendl (15 eem) 10ccem Restlésung 3. 


Exsikkator getrocknet. Vom Trockenpraparat wurden 2 g in 100 ccm 
Wasser eingetragen und die Lésung vom Riickstand abfiltriert 
Dabei wurden zwei Lésungen (Katalaselésungen 3 und 4) e¢r- 
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_ ber- 
halten!, die einen katalatischen Wert von 13000 bzw. 16390 aufwiesen: 
sie wurden auf ihre antioxygene Wirksamkeit in inniger Verteilung in 
Olivenél gepriift (vgl. Abb. 3). 
Bei der vorgenannten Behandlung fielen nach der Ausfallung der 


| 
ohol 


Im 


Katalase zwei katalatisch unwirksame Lésungen (Restlésungen 3 und 4)2 
an, die auch im Stehversuch gepriift wurden (vgl. Abb. 4). 

Abb. 3 und 4 veranschaulichen, daB die antioxygene Wirksamkeit 
der gepriiften, in zwei Fraktionen zerlegten Pferdeleberextrakte — die 
eine Fraktion ist, wie schon erwahnt, katalatisch wirksam, die andere 
unwirksam nicht allein auf die Katalase zuriickgeht, sondern daB 
daran ein anderer, noch unbekannter Faktor beteiligt ist. Versuche in 
der angedeuteten Richtung sind im Gange; einen ersten Beitrag hierzu 
liefern die Versuche nach Abschnitt 4. 


4. Antioxygene Wirksamkeit von Chloroform-E xtrakten 
aus Pferdeleber. 
Im Abschnitt 2 ist angegeben worden, daB bei der Herstellung der 
wasserig-alkoholischen Katalaselésungen auch Chloroformextrakte er- 
halten werden. Dieselben wurden als Chloroformextrakt 1 (zuerst 
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Abb. 5. Antioxygene Wirksamkeit wiisserig-alkoholischer Ausziige aus Pferdeleber. 
Kurve 1: ———— Olivenél (15 cem) + 0,5 cem Wasser + 0,5 cem Alkohol (Blindversuch). 
Kurve 2: Olivenédl (15 cem) + 1,0 cem Katalaselésung 1. 
Kurve 3: —-—-— Olivenél (15 cem) + 1,0cem Katalaselésung 2. 











wasseriger, dann QOlauszug des Leberbreies) sowie als Chloroform- 


extrakt 2 (zuerst Ol-, dann wasseriger Auszug des Leberbreies) gewonnen 
und im Vergleich mit den entsprechenden Katalaselésungen auf die 


1 Lésung | wurde, wie schon beschrieben, erhalten, indem der Leberbrei 
unmittelbar mit Wasser behandelt wurde, wahrend vor Gewinnung der 
Lésung 2 der Leberbrei mit Olivend6l geschiittelt worden war; die Lésungen 3 
und 4 stellen die entsprechenden, durch Umlésen erhaltenen Katalase- 
losungen dar. 2 Es ist die Bezeichnung Restlésung 3 und 4 gewahlt, 
} ef: um den Zusammenhang mit den Katalaselésungen 3 und 4 auch formal 

anzuzeigen. 
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antioxygene Wirksamkeit im Stehversuch gepriift. Hervorgehoben sej, 
daB die Chloroformextrakte eine Hydroperoxyd zersetzende Eigenschaft 
nicht besaBen. 

Die Ergebnisse einer Versuchsreihe sind in Abb. 5 und 6 graphisch 
einander gegentibergestellt. Daraus wird ersichtlich, daB auch die 
katalatisch unwirksamen Chloroformausziige die Autoxydation des 
Olivenéls hemmen, wenn auch in geringerem AusmaB als die katalati. 
schen Lésungen: dies zeigt sich tibrigens auch in Abb. 1 bei Kurve 3 
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Abb. 6. Antioxygene Wirksamkeit von Chloroformausziigen aus Pferdeleber. 
Kurve 1: ———— Olivenél (15 eem) + 1,0cem Chloroform (Blindversuch). 
Kurve 2: Olivenél (15 cem) + 1,0 cem Chloroformauszug 1. 
Kurve 3: toe Olivenél (15 cem) + 1,0 cem Chloroformauszug 2. 


5. Antiorygene Wirksamkeit von Olextrakten aus Pferdeleber. 


Im Abschnitt 2 ist dargelegt worden, daB auch Olivendlausziige 
aus Leberbrei hergestellt und auf ihre antioxygenen Eigenschaften 
gepriift worden sind. Nach Abb. 1, Kurve 2, ist eine Hemmung der 
Autoxydation erkennbar; bei den weiterhin durchgefiihrten Versuchs- 
reihen aber waren Ergebnisse einer gewissen Regelmabigkeit nicht zu 
beobachten. Es wird vermutet, daB sich in den Olausziigen verschiedene 
Substanzen aus der Leber gelést haben, deren EinfluB sich iiberlagert hat. 





